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Papierelektrophoretische Trennung 
von *P-markierten Hexosephosphorsaureestern 


Von 


K. T. Schild und L. Bottenbruch 


Aus der Medizinischen Universitaitsklinik K6In, Direktor: Prof. Dr. H.W. Knipping, 
Isotopenlabor: Prof. Dr. W. Maurer, 
und dem Chemischen Institut der Universitit Bonn, Direktor: Prof. Dr. B. Helferich 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Oktober 1952) 


Seitdem Wieland und Fischer! iiber die Trennung vom Amino- 
siuren mit Hilfe der Papierelektrophorese berichtet haben, ist diese 
Methode zur Trennung und Untersuchung der verschiedensten Stoff- 
gemische benutzt worden. Der Nachweis der betreffenden Substanzen 
auf dem Papierstreifen erfolgt allgemein durch geeignetes Anfiarben 
oder mittels Untersuchung im UV-Licht. Eine noch wesentlich groBere 
Nachweisempfindlichkeit kann man aber durch geeignete radioaktive 
Markierung der zu trennenden Substanzen erreichen. Dabei lassen sich 
noch sehr kleine Mengen quantitativ nachweisen. Maurer, Schild und 
Niklas? haben eine solche Kombination der Papierelektrophorese mit 
der Indikatormethode in einer Reihe von Arbeiten beschrieben. 

Diese Methode der papierelektrophoretischen Trennung von radio- 
aktiv markierten Substanzen haben wir als analytisches Hilfsmittel bei 
der Reinheitskontrolle einzelner Hexose-phosphorsiureester im Verlauf 
ihrer Darstellung und zur Trennung von Gemischen der Ester benutzt. 
Von Schild und Maurer wurde bereits die Reinheitskontrolle eines 
3?P.markierten Adenosintriphosphorsiure-Praiparates beschrieben®. 


Methodisches 


Die Darstellung der einzelnen Hexose-phosphorsiureester erfolgte unter Ver- 
wendung eines *2P-markierten Natriumphosphats. Die **P-Aktivitaét pro mg 
Phosphor war bekannt. Die Gesamtstarke der verwandten *2P-Praparate betrug 
0,5 bis 5,0 mC. Die Papierelektrophorese erfolgte in der iiblichen Weise auf einem 


' 25,0cm langen und 4,0cm breiten Papierstreifen (Schleicher & Schiill 2043b) 
_ in Veronal-Puffer nach Dole (pq 8,6) iiber eine Zeit von 3,5 Stdn. bei 200 Volt. 
| Nach der Elektrophorese wurde die *2P-Aktivitat lings des Papierstreifens mit 


einem GM-Zahlrohr gemessen. Zwischen Zahlrohr und Papierstreifen befand sich 
ein 3mm breiter Spalt. Die aufgesetzte Menge lag in der GréSenordnung von 
wenigen ¥. 

1 Th. Wieland u. E. Fischer, Naturwiss. 35, 29 [1948]. 

* Zusammenfassender Bericht: H. W. Knipping, W. Maurer u. A. Niklas, 
Dtsch. Med. Wschr., im Druck. 

3 K.T. Schild u. W. Maurer, Naturwiss. 38, 303 [1951]. 
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Abb. la. **P-Aktivitéts-Diagramm eines markierten Harden- Ycung-Ester- 
Praparates. 
Abb. 1b. *2P-Aktivitats-Diagramm desselben Praparates nach Reinigung 
(Kurve « und f identisch, bis auf die Verkleinerung um den Faktor 10 bei Kurve /). R 
Die so erhaltenen *P-Verteilungskurven (s. Abb. 1—3) zeigen einzelne — Da 
Maxima, welche bestimmten Estern zugeordnet werden konnten. Die Zuordnung |. 2 obj 
OD1S¢ 







ergab sich aus Versuchen mit reinen **P-markierten Estern. Wie Abb. 3 zeigt, 7 
kénnen die gemessenen *2P-Aktivitatsverteilungskurven in einzelne Maxima zerlegt | 
werden. Der Flacheninhalt eines Maximums ist ein quantitatives Ma8 fiir die zu- 
grunde liegende Menge Phosphor, weil die spezifische Aktivitaét des zur Synthese | 
verwandten Phosphats bekannt war. # 4R 
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Abb, 2. **P-Aktivitats-Diagramm eines Cori-Ester-Praparates. 
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Abb. 3. **P-Aktivitats-Diagramm eines Neuberg-Ester-Praparates 
(gewonnen durch saure Hydrolyse von Fructose-diphoshorsaure). 


Versuche 





Pi). Reinheitskontrolle von Fructose-diphosphorsaéure- 
Praparaten 

ae | Das Bariumsalz der Fructose-diphosphorsdure (F.D.P.) wurde nach 

ict, #Lobison und Morgan‘ dargestellt. Zur Markierung wurde der Phos- 

legt phatzuckerlésung *P in Form von Natriumphosphat zugesetzt. Abb. la 

zu-Yeigt ein Papierelektrophoresediagramm einer Lésung des aus dem 


1ese | 
4 R. Robison u. W. T. Morgan, Biochem. J. 24, 119 [1930]. 
1* 
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rohen Bariumsalz durch Umsetzung mit Natriumsulfat erhaltenen 
Natriumsalzes. Man sieht ein groBes Maximum bei 17,5 cm, das durch 
den **P-markierten Harden- Young-Ester (H.Y.E.) gebildet wird. AuBer Nn 
diesem Maximum liegen 4 weitere vor, die von Verunreinigungen her- phosp 
rihren. Die Aktivitét dieser Verunreinigungen betrigt 6,6% der Ge. misch 
samtaktivitaét. Bei dem Maximum bei 20,25 cm handelt es sich um das_ gofort 
anorganische Phosphat. Das Maximum bei 14,5 cm liegt an der gleichen wurde 
Stelle wie der spiter untersuchte Neuberg-Ester. Uber den Charakter zerleg 
der weiteren Maxima kann nichts ausgesagt werden. Proze. 
Die Reinigung der F.D.P. erfolgte nach Schlubach und Bartels® zeit a 
durch viermaliges Umkristallisieren des Brucinsalzes. Abb. 1b zeigt das | 
Diagramm des Natriumsalzes der so gereinigten F.D.P. Man erkennt, | 
daB die im Rohprodukt noch vorhandenen phosphathaltigen Verun.” 
reinigungen beseitigt sind. 


Untersuchung eines Glucose-l-phosphat-Praparates 
(Cori- Ester) 


Cori-Ester wurde nach Freitag® aus Acetobromglucose und pri- 
marem **P-markiertem Quecksilberphosphat dargestellt. Abb. 2 zeigt 
ein Diagramm des rohen Kaliumsalzes. Das Maximum bei 16,25 cm 
entspricht dem Cori-Ester. Man erkennt, daB noch ein weiterer Phos. 
phorsiure-Ester gebildet worden ist, iiber dessen Natur noch nichts } 
ausgesagt werden kann. 


Untersuchungen an Fructose-6-phosphat (Neuberg- Ester) 


Neuberg-Ester (N.E.) wurde nach Courtois und Ramet?’ durch 
saure Hydrolyse von F.D.P. gewonnen. Abb. 3 zeigt das Elektrophorese- | 
diagramm der aus dem Rohprodukt erhaltenen Natriumsalze. Bei dem 
Maximum bei 20,25 cm handelt es sich um das anorganische Phosphat, 
bei dem bei 17,5cm um F.D.P. und dem bei 14,25 cm Fructose-6- Abb. 4. 
phosphat. Da die F.D.P. doppelt markiert ist, entspricht einer ge. Phatas 


messenen **P-Aktivitaét im Vergleich zu einem Monophosphat eine halb —— 
so groBe Menge Diphosphat. Man sieht, daf nach der von den Autoren. 
angegebene Hydrolysenzeit von 414 Stdn. noch etwa 30% des Roh- “aa 
produktes aus F.D.P. bestehen. ; pi 
Nach viermaligem Umkristallisieren des Strychninsalzes des Neu- ge r : 
berg-Esters erhailt man ein Diagramm, das lediglich die Spitze des i ie 
Neuberg-Esters zeigt. oom 
Fihrt man die Hydrolyse der F.D.P. nur iiber die von Neuberg‘ 
angegebene Zeit durch, so erhilt man, wie schon von Courtois und 
Ramet angegeben, nur etwa 10°, Neuberg-Ester. D 
stanze 
5 H.H. Schlubach u. H.E. Bartels, Liebigs Ann. Chem. 541, 76 [1939]. | Hexos 
6 K. Freitag, Diplomarbeit Bonn 1951. wande 





? J. Courtois u. M. Ramet, Bull. Soc. chim. France 11, 539 [1944]. 
8 C. Neuberg, Biochem. Z. 88, 432 [1918]. 7 
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Enzymatische Spaltung der F.D.P. mit Kartoffel- 
phosphatase 
Nach Helferich und Stetter® wurde F.D.P. mit Kartoffel- 
phosphatase gespalten. Die nach bestimmten Zeiten der Reaktions- 
mischung entnommenen Proben wurden mit Wasser verdiinnt und 
sofort der Papierelektrophorese unterworfen. Wie oben beschrieben, 
wurden die gemessenen Aktivitatsverteilungskurven in einzelne Maxima 
zerlegt. Die in den einzelnen Maxima enthaltene **P-Aktivitat wurde in 
Prozent der insgesamt aufgesetzten °2-P-Aktivitait gegen die Reaktions- 


°| zeit aufgetragen. Diese Kurven enthilt Abb. 4. Ein Maximum, das 






































0 1 Stdn. ————» 2 


Abb. 4. Enzymatische Spaltung von Harden-Young-Ester mit Kartoffel-Phos- 
phatase. °2P-Aktivitét des H.Y.E. und Neuberg-Esters sowie des Phosphats in 
Prozent der Gesamtaktivitat, aufgetragen in Abhangigkeit von der Reaktionsdauer. 


einem etwa gebildeten Fructose-l-phosphat entspricht, wie es von 
Morgan vermutet wird, wurde nicht gefunden. Dies kann entweder so 
gedeutet werden, daB das Fructose-1-phosphat die gleiche Wanderungs- 
geschwindigkeit wie eine der drei auftretenden Verbindungen hat oder 
die Spaltung der F.D.P. bevorzugt am Kohlenstoffatom 1 eintritt. 


Diskussion 
Die Methode der Papierelektrophorese radioaktiv markierter Sub- 
stanzen wurde benutzt, um die Darstellung und Reinigung verschiedener 
Hexose-Ester zu verfolgen. Die untersuchten Phosphorsiureester 
wandern im elektrischen Feld und ergeben im Aktivitatsdiagramm 


® B. Helferich u. H. Stetter, Liebigs Ann. Chem. 558, 234 [1947]. 








32P-markierte Hexosephosphorsaureester Bd. 292 (1953) 


6 








typische Maxima. Es ist méglich, markierte Verunreinigungen zu 
erkennen und auch bei Unkenntnis der chemischen Natur Anzahl und 
Prozent-Gehalt bis zu einer Grenze von wenigen zehntel Prozent fest- 
zustellen. Dies ist auch bei chemisch ahnlichen Verbindungen méglich. 
Eine unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit der zu untersuchenden 
Substanzen ist dabei Voraussetzung. In den beschriebenen Versuchen 
konnten nur die *2P-markierten Verbindungen nachgewiesen werden. 
Das Verfahren kann jedoch durch weitere radioaktive Markierungen, 
beispielsweise der Hexosen mit 1C, wesentlich erweitert werden. 

Besonders wertvoll erscheint uns die Methode in einem Fall, wie 
das Beispiel der enzymatischen Spaltung von H.Y.-Ester zeigt. Eine 
qualitative und besonders quantitative Trennung der bei einer solchen 
Spaltung auftretenden Reaktionsprodukte ist auf chemischem Wege 
auBerordentlich schwierig. Die Auswertung eines Aktivitétsdiagramms 
erfordert bei ausreichender Aktivitiit, welche ohne weiteres erreicht 
werden kann, etwa 1—2 Stunden. Dabei geniigen zur Ausfihrung 
dieser Analysen nur wenige y Substanz. Eine fortlaufende Kontrolle 
auch kleinster Reaktionsmengen ist dadurch méglich. Es ist darauf 
hinzuweisen, daB bei ausreichender spezifischer Aktivitaéit der Mengen- 
nachweis auBerordentlich empfindlich ist. 

Die Vorteile des beschriebenen Verfahrens liegen also in der raschen 
Durchfiihrung bei- Verwendung kleinster Substanzmengen und der 
Umgehung schwieriger chemischer Analysen. 


Zusammenfassung 


32P.markierte Hexose-Ester bzw. deren Gemische wurden papier- 
elektrophoretisch getrennt. Die Lage der einzelnen Phosphorsaureester 
auf dem Papierstreifen und ihre Menge konnten durch Aktivitats- 
messung ermittelt werden. Diese Methode erwies sich in den folgenden 
Fallen als ein neues, wertvolles, analytisches Hilfsmittel. 

1. Die Reinigung der Fructose-diphosphorsiure von phosphor- 
haltigen Verunreinigungen wurde verfolgt. 

2. Bei der Untersuchung eines ungereinigten markierten Cori- 
Ester-Priparates wurde ein weiterer Phosphorsiureester gefunden. 

3. Die Darstellung von Neuberg-Ester aus Fructose-diphosphor- 
siure wurde untersucht und die Reinigung kontrolliert. 

4, Durch fortlaufende Kontrolle wurde die enzymatische Spaltung 
von Fructose-diphosphorsiure durch Kartoffelphophatase verfolgt. 

Das beschriebene Verfahren arbeitet rasch und liefert quantitative 
Ergebnisse, besonders auch in den Fallen, in denen rein chemische Ver- 
fahren viel schwieriger durchfiihrbar sind. 
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Uber die Hydrolyse der Acetale héherer Fettaldehyde 
Von 
F. Leupold und H. Biittner 
Aus der Medizinischen Universititsklinik Kiel, Direktor: Prof. Dr. H. Reinwein 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. November 1952) 


I. 


Die Hydrolyse der Acetale héherer Fettaldehyde, die in den von 
Feulgen! entdeckten Acetalphosphatiden vorliegen, ist von biologischer 
Bedeutung. Auch die Bestimmung der Acetalphosphatide, die auf der 
Reaktion des Aldehydanteiles mit dem Schiffschen Reagens beruht?, 
erfordert eine Acetalhydrolyse. Untersuchungen hieriiber wurden von 
Bersin® und Feulgen? durchgefiihrt. Beide benutzten zur Bestimmung 
des gebildeten freien Aldehyds fuchsinschweflige Saure. 

Eine Beurteilung der Reaktionskinetik ist bei dieser Methode aber 
nicht médglich, da durch den Gehalt des Fuchsinreagens an Wasser- 
stoffionen die Reaktion auch noch wihrend der Farbentwicklung weiter- 
liuft. Skrabal und Mitarbeiter* untersuchten die Acetalhydrolyse 
niederer Aldehyde. Doch lassen sich die hier benutzten Methoden der 
Aldehydbestimmung nicht bei den hdheren, wasserunléslichen Fett- 
aldehyden verwenden. Auch die von Brénsted® und Palomaa® be- 
nutzte dilatometrische Methode erschien unzweckmiBiger als die von 
uns entwickelte Methode zur Bestimmung der Aldehyde, die auf der 
Ultraviolett-Absorption der Carbonylgruppe beruht. Genauere Unter- 
suchungen tiber das Absorptionsspektrum der Carbonylgruppe wurden 
von Herold und Wolf’, Conrad-Billroth® u. a. durchgefiihrt. 


i. 


Die Spaltungsversuche wurden mit Dimethylacetalen (Dimac) des 
Palmitin- und Stearinaldehyds durchgefihrt, iiber deren Reindarstel- 
lung wir vor kurzem berichteten®. Die Hydrolyse wurde katalysiert 
durch die Wasserstoffionen von Essigsiure bzw. Essigsiure-Salzsaure- 
gemischen. Der Reaktionsablauf wurde durch die Bestimmung der ge- 
bildeten Aldehyde verfolgt. 


1R. Feulgen u. T. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]. 

2 R. Feulgen u.a., diese Z. 287, 90 [1951]. 

3 T. Bersin u.a., diese Z. 269, 241 [1941]. 

4 A. Skrabal u.a., Z. physik. Chem. 169, 177 [1934]; dort auch friihere Ar- 
beiten. 

5 Bronsted u. Wynne-Jones, Transact. Faraday Soc. 25, 59 [1929]; 
Brénsted u. Grove, J. Amer. chem. Soc. 52, 1394 [1930]. 

6 M.H. Palomaa u. A. Salonen, Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 424 [1934]. 

7 W. Herold u. K. L. Wolf, Z. physik. Chem., Abt.B 12, 165 [1931]. 

8 H. Conrad-Billroth, Z. physik. Chem., Abt. B 28, 315 [1933]. 

® F. Leupold u. H. Bittner, diese Z. 291, 178 [1952]. 
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a) Bestimmung der Aldehyde 


Als Lésungsmittel fiir die Bestimmung der Aldehyde im ultravioletten Licht 
ist Cyclohexan gut geeignet, in dem sich die Fettaldehyde leicht losen, das in- 
different gegeniiber den Aldehyden ist, in dem sich eine Bildung der nicht absor- 
bierenden Hydratform der Aldehyde durch Trocknung mit Na,SO, bequem 
verhindern ]48t und das wegen seines fehlenden Dipolmomentes die Absorption 
nicht stért. Das Absorptionsspektrum der Aldehyde zeigt Abb. 1. Das Maximum 
liegt, ahnlich wie bei den in Hexan untersuchten, niederen Aldehyden*® bei 
2930 A (vy = 34130 cm-!) mit einem Extinktionskoeffizienten von ¢ = 28,2 em? 
Millimol-1 beim Palmitin- und ¢ = 27,7 cm?-Millimol~! beim Stearinaldehyd. 
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Abb. 1. Absorptionsspektrum von Palmitin- und Stearinaldehyd. Aufgenommen 
mit einem Beckman-DU-Spektrophotometer. Schichtdicke: 1,00 em; Spaltweite: 
0,5mm; Lésungsmittel: Cyclohexan; Konzentration: etwa 0,008 mol/l. 


Die Absorptionsbande ist bei beiden Aldehyden kongruent und zeigt eine mehr- 
gipflige Struktur. Eine solche Feinstruktur der Carbonylbande wurde von East - 
wood und Snow!?® bei einer Lésung von Heptaldehyd in Cyclohexan gefunden. 
Bei der Wellenlange des Maximums folgt die Absorption dem Beerschen Gesetz 
(Abb. 2). In dem benutzten Spektralbereich zeigen die nicht umgesetzten Dimac 
keine selektive Absorption. 

Durchfiihrung der Bestimmungen: 5 ccm einer Lésung von Aldehyd 
in Essigsiure werden in einem Schliffreagensglas mit 10 ccm Wasser versetzt 
und mit 6 ccm Cyclohexan* ausgeschiittelt. Die Cyclohexanlésung wird in ein 
verschlieBbares Zentrifugenglas abpipettiert, mit einer Spatelspitze Natrium- 
sulfat kraftig geschiittelt und kurz zentrifugiert. Die photometrische Messung 
wird in 1-cm-Quarzkiivetten bei 2930 A gegen Cyclohexan als Leerwert durch- 
gefiihrt. Eichkurve siehe Abb. 2. Die Konzentration der Essigsaurelésungen an 
Aldehyd betrugen 0,002 bis 0,01 Mol/l (J = Liter). 

Wir benutzten ein Beckman-Spektrophotometer (Modell DU) mit einer 
Wasserstofflampe. Das Ausschiitteln mit Cyclohexan ist, wie eine Priifung der 
waBrigen Phase mit fuchsinschwefliger Siure beweist, vollstandig. Ein Leerwert 
zeigt gegen reines Cyclohexan keine Extinktion. 


10 —. Eastwood u. C. P. Snow, Proc. Roy. Soc. (London), Ser. A, 149, 434 
[1935]. 

* Cyclohexan (Merck) wurde durch zweimalige Destillation tiber eine groBe 
Kolonne sorgfaltig fraktioniert und zeigte dann gute Durchlassigkeit fiir ultra- 
violettes Licht. 
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Abb. 2. Eichkurve zur photometrischen Bestimmung von Palmitin- und Stearin- 

aldehyd. Die Werte fiir beide Aldehyde stimmen innerhalb der Fehlergrenze iiberein. 

A = 293 mu; Schichtdicke: 1,00 cm. ¢ = Aldehydkonzentration in der Cyclo- 
hexanlésung. 


b) Reaktionskinetische Messungen 


1. Hydrolyse mit 99—100-proz. Essigsaiure. Wir benutzten Eisessig, 
99—100-proz., indifferent gegen CrO, (Merck). Den Wassergehalt bestimmten 
wir kryoskopisch im Beckmannschen Gefrierpunktsapparat. Er betrug 0,108°%, 
im Mittel, das sind 0,060 Mol/l. Der Reaktionsansatz befand sich im Thermo- 
staten. Nach bestimmten Zeiten wurden Proben entnommen, die Reaktion durch 
Kintauchen in Eiswasser abgebremst und der Aldehydgehalt wie oben beschrieben 
bestimmt. Palmitin- und Stearinaldehyd-Dimac verhielten sich iibereinstimmend. 
Tab. 1 zeigt eine MeBreihe mit dem Dimac des Stearinaldehyds. 


Tab. 1. Hydrolyse von Stearal-Dimac mit 99—100-proz. Essigsiure. 


























Stearal-Dimac Temperatur ¢ == 52,59 C 
Zeit Aldehyd Acetal Wasser Acetal- k* 
(min) Mol-1-1 Mol-1-1 Mol-1-1 umsatz °% 

0 0,0000 0,0097 0,0600 0,0 -- 
33 0,0029 0,0068 0,0572 29,5 0,079 
63 0,0045 0,0052 0,0555 46,5 0,075 
96 0,0060 0,0037 0,0540 61,8 0,077 

126 0,0067 0,0030 0,0533 69,3 0,072 
192 0,0081 0,0016 0,0519 83,8 0,074 
253 0,0085 0,0012 0,0515 88,4 0,067 
fone) 0,0087 0,0010 0,0514 89,6 _ 
0 
ey = 00074 min-! Mol-1-1 


* k mit dekadischen Logarithmen nach dem Zeitgesetz der zweiten Reak- 
tionsordnung berechnet. 


2. Hydrolyse mit 90-proz., waBriger Essigsiure. Die Versuchsan- 
ordnung war die gleiche wie bei 1. Die Ergebnisse zeigen Tab.2 und 3 bzw. Abb. 3. 
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Tab. 2. Hydrolyse von Palmital- bzw. Stearaldimac mit 90-proz. Essigsiure | 
bei 35 und 55°C. 
Stearal-Dimac Temperatur ¢ = 35,0° C 
Zeit Aldehyd Acetal Acetal- k* 
(min) Mol-1-1 Mol-1-1 umsatz °%4 
0,0 0.0000 0,0100 0,0 — : 
(1,0) (0,0021) (0,0079) (21,2 (0,104) 
2,0 0,0024 0,0076 23,8 0,059 
5,5 0,0045 0,0055 44,6 0,047 
10,0 0,0066 0.0034 66,2 0,047 
20,3 0,0090 0,0010 90,0 0,049 
fone 0,0100 0,000 100,0 — 
k ae = 0,0505 min~! 
Palmital-Dimac Températur t = 55,0° C 
0,0 0,0000 0,0100 0,0 sn 
1,0 0,0043 0,0057 42,7 0,242 Bei 
2,0 0,0066 0,0034 66,2 0,236 dii 
3,0 2 0,0082 0,0018 82,5 0,252 not 
4,0 0,0092 0,0008 92,3 0,279 . 
00 0,0100 0,0000 100,0 nm Fit 
55 0° Cc etw 
k Mitte! = 0252 min= = 
is 
* k mit dekadischen Logarithmen nach dem Zeitgesetz der ersten Reaktions- pe 
ordnung berechnet. 
Tab. 3. Reaktionskonstanten bei der Acetalspaltung 
mit 90-proz. waBriger Essigsaure. Hie 
= rn fans 
Temperatur ee Ald 
0¢ Palmitals Stearals 
k (min-*) k (min™) 
reak 
35,0 | 0,0496 | 0,0505 ie 
52,5 0,235 0,227 
55,0 0,252 0,260 a 
mac 
3. Hydrolyse mit 2-n.HCl-Eisessig-Gemisch. Die Untersuchung der unte 
von Feulgen? benutzten Spaltung der in Lisessig gelésten Acetale mit 2-n.HCl For 
stéBt bei dieser Versuchsanordnung auf experimentelle Schwierigkeiten. Bei der 
Hydrolyse des zuvor in Eisessig gelésten Acetals mit 2-n.HCl kann die Wirkung 
der Salzsiure nicht beurteilt werden, da der Eisessig bereits vor dem Zusatz der 
HCl eine gewisse Spaltung bewirkt. Insgesamt verléuft die Spaltung langsamer 
als bei Anwendung von 90-proz. Essigsiure. List man dagegen die Acetale nicht 
zuvor in Eisessig, sondern versetzt sie mit dem Gemisch von Eisessig-Salzsaure, Da. 
so beobachtet man nur eine geringe Spaltung, weil sich die Acetale in dem stark kons 


waBrigen Milieu (50% Wasser) nicht lésen und sich als dliger Tropfen an der Ober- 
flaiche sammeln. Versetzt man nach der Lésung in Eisessig mit Salzsiure, so bildet 
sich eine verhaltnismaBig stabile Emulsion. 











Bd. 292 (1953) Uber die Hydrolyse der Acetale héherer Fettaldehyde 11 

















Q a Abb. 3. Reaktionsverlauf der 
yy Hydrolyse von Palmital- und 
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,4 og t t nate logarithmisch geteilt, ent- 
f | sprechend der ersten Reak- 
tionsordnung. 
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III. 


Auswertung der Messungen 

Die Acetalspaltung mit 99—100-proz. Essigsiure ist unvollstindig. 
Bei 50—55° C wird nur ein etwa 90-proz. Umsatz erreicht. Dieser Befund 
diirfte so zu deuten sein, daB in dem benutzten Eisessig das zur Hydrolyse 
notwendige Wasser nicht in geniigendem Uberschu8 vorhanden ist. 
Fir diese Annahme spricht, daB die kryoskopische Messung einen nur 
etwa sechsfachen WasseriiberschuB ergab. Es war demnach zu erwarten, 
daB neben der Acetal- auch die Wasserkonzentration von Bedeutung 
ist, d.h., daB die Reaktion nach dem Zeitgesetz der zweiten Ordnung 
abliuft. Wir werteten unsere Versuche nach folgender Gleichung aus: 


=" 1 og (ca—Cx) cB 
t (ca—cp) (cB—Ctx) Ca” 
Hierin bedeuten: cy, = Anfangskonzentration des Wassers; cg = An- 
fangskonzentration des Acetals; c, = jeweilige Konzentration des 
Aldehyds zur Zeit ¢. 

Die gegen Ende der Reaktion sich bemerkbar machende Gegen- 
reaktion konnte hierbei vernachlissigt werden. Die Tab. 1 zeigt eine 
in dieser Weise berechnete MeBreihe. Die Konstanz von k bestitigt 
unsere Annahme (der letzte Wert deutet auf die sich stirker bemerkbar 
machende Gegenreaktion hin). Bei der Acetalhydrolyse handelt es sich 
unter diesen Bedingungen also um eine Gleichgewichtsreaktion der 
Form 





O—CH, O 


Pa Vi 
R-CH as ae: 
\o--cH, \a 


Da die Reaktion bimolekular ist, berechnet sich die Gleichgewichts- 
konstante fiir die Hinreaktion nach der Formel: 


| (p—x)-(Q—*) 


x 
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Dabei bedeuten: p = Anfangskonzentration an Acetal; ¢ = Anfangs- 
konzentration an Wasser; x = Aldehydkonzentration im Gleichgewicht 
(Konzentrationsangaben in Mol-/-1). In unserem Falle (Tab. 1) war: 
p = 0,0097; ¢ = 0,0600; x = 0,0087. Das ergibt K**°C = 0,69. Fir 
die Riickreaktion, die Acetalbildung, liegen umfangreiche Unter- 
suchungen von Adkins und Mitarbeitern™ vor. Fir die einfachen, 
aliphatischen Aldehyde (C., C3, C,, C;) fand Adkins’, daB eine etwa 
80-proz. Acetalbildung mit unverzweigten, primaren Alkoholen bei 
Ansiitzen von 5 Mol. Alkohol und 1 Mol. Aldehyd bei 25° C stattfindet. 
Daraus errechnet sich K’ = 1,31. Die Gleichgewichtskonstante fir die 
Acetalspaltung folgt hieraus zu 


K25C — — — 0,76. 


Bei einem Vergleich dieser Konstanten mit der von uns gefundenen 
mu der Temperaturunterschied beriicksichtigt werden. 


Aus diesen Befunden folgt zwangsliiufig, daB die Acetalhydrolyse 
bei groBem WasseriiberschuB im Sinne einer ,,pseudomonomolekularen 
Reaktion verliuft, die dem Zeitgesetz der ersten Ordnung gehorcht. 
Experimentell ist zu beriicksichtigen, daB der Wassergehalt der Essig- 
siiure nicht zu stark erhdht werden darf, da sonst die Léslichkeit der 
Acetale beeintrichtigt wird. Die mit 90-proz. Essigsiure gewonnenen 
irgebnisse zeigen die Tab. 2 und 3 sowie die Abb. 3. Aus den Messungen 
errechnet sich als Temperaturkoeffizient zwischen 35 und 55° C: 


k T + 10° 

j oz 2.6; 
das entspricht einer Aktivierungsenergie von etwa 16300 cal. Ein Ver- 
gleich mit den von Palomaa® und Riesch und Kilpatrick gefun- 
denen Temperaturkoeffizienten von 3—4 ist nicht méglich, da es sich 
hierbei um eine Katalyse mit Mineralsiiure handelt. Die Tatsache, dab 
die Acetalhydrolyse mit 90-proz. Essigsiiure wesentlich schneller ver- 
lauft als die mit 99—100-proz., ist u. a. auf die stiirkere Dissoziation der 
Essigsiure und die damit verbundene héhere Wasserstoffionenkonzen- 
tration zuriickzufiihren. 


Die bei der Spaltung mit Salzsiiure-Essigsiiure-Gemisch trotz des 
ausreichenden Wassergehaltes und der hohen Wasserstoffionenkonzen- 
tration erhaltenen schlechten Ergebnisse fiihren wir auf die fir die 
Acetale ungiinstigen Léslichkeitsverhiltnisse zuriick. 


Fiir ihre Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der Versuche danken wir Frl. 
E. Portwich. 


11 H. Adkins u.a., J. Amer. chem. Soc. 1925—1934. 
12H. Adkins u.a., J. Amer. chem. Soc. 56, 442 [1934]. 
13 L.C. Riesch u. M. Kilpatrick, J. physic. Chem. 89, 561 [1935]. 
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Bd. 292 (1953) Zur Bestimmung der Acetalphosphatide im Serum 


Zusammenfassung 


1. Eine Methode zur photometrischen Bestimmung hoherer alipha- 
tischer Aldehyde im ultravioletten Licht wurde entwickelt. 

2. Reaktionskinetische Untersuchungen iiber die Hydrolyse der 
Dimethylacetale des Palmitals und Stearals mit Essigsiiure verschiedener 
Konzentration wurden ausgefiihrt. 

3. Bei geniigendem WasseriiberschuB verliuft die Acetalhydrolyse 
mit groBer Geschwindigkeit als ,,pseudomonomolekulare Reaktion*’. 


Zur Bestimmung der Acetalphosphatide im Serum nach Feulgen' 
Von 
F. Leupold und H. Biittner 
Aus der Medizinischen Universititsklinik Kiel, Direktor: Prof. Dr. H. Reinwein 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. November 1952) 


I. 


1951 veroffentlichten Feulgen und Mitarbeiter! eine Methode zur 
Bestimmung der Acetalphosphatide im Serum, die von Taubert und 
Schafer? bei physiologischen und klinischen Untersuchungen benutzt 
wurde. Diese Methode bedeutet sicherlich eine wesentliche Verbesserung 
gegeniiber der von Feulgen und Imhiuser*® angegebenen Serum- 
bestimmung und auch gegeniiber der von Leupold* vorgeschlagenen 
Methode, die den ,,;Waelsch-Effekt‘‘, d.h. den EinfluB oberflichen- 
aktiver Stoffe auf die Farbreaktion mit fuchsinschwefliger Saure (FSS)', 
beriicksichtigte. Trotzdem erschien aber auf Grund einer Bemerkung 
von Waelsch® und eigener Beobachtungen eine eingehende Uber- 
prifung der Feulgenschen Methode und ihrer Grundlagen notwendig. 

Um die Brauchbarkeit der von Feulgen benutzten Testsubstanzen 
zu untersuchen und das Verhalten héherer Fettaldehyde gegeniiber FSS 
uberpriifen zu k6énnen, synthetisierten wir Aldehyde in Form der 
stabilen Dimethylacetale (Dimac)’. Diese bieten, wie wir bereits be- 
richteten®, den Vorteil, die Acetalhydrolyse eingehend untersuchen zu 
kénnen. Die hierfiir von uns entwickelte Methode zur Bestimmung 


1 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 

2M. Taubert u. G. Schafer, Z. ges. inn. Med. 7, 558 [1952], dort auch 
weitere Arbeiten dieser Autoren. 

3 R. Feulgen u. K. Imhauser, Biochem. Z. 181, 30 [1927]. 

4 F. Leupold, diese Z. 285, 216 [1950]. 

5 G. Ehrlich, H. E. Taylor u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 173, 547 
[1948]. 

6° H. Waelsch, diese Z. 288, 123 [1951]. 

7 F. Leupold u. H. Bittner, diese Z. 291, 178 [1952]. 
8 F. Leupold u. H. Biittner, diese Z. 292, 7 [1952]. 
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= 





héherer Fettaldehyde im ultravioletten Licht lie8 sich allerdings nicht 
auf die Acetalphosphatidbestimmung im Serum anwenden, da mit 
dieser Methode die im Serum vorkommenden Aldehydmengen nicht 
mehr erfaBt werden. 


II. 
a) Die Spaltung der Acetale 


Der von Feulgen? beschrittene Weg, die Acetalhydrolyse von der 
Farbentwicklung zu trennen, erwies sich auch uns als durchaus zweck- 
maiBig. Feulgen fiihrt die Hydrolyse der Acetalphosphatide nach 
Lésung des Serumlipoid-Riickstandes in Eisessig bei hoher Wasserstoff- 
ionenkonzentration mit 2-n.HCl durch und schlieBt aus dem rasch 
erreichten, konstanten Endwert bei verschiedener Hydrolysendauer auf 
die Vollstaindigkeit der Spaltung. Auch wir fanden bei Modellversuchen 
mit reinen Dimac, daB die Hydrolyse mit HCl nach diesem Verfahren 
vollstindig verliuft, da wir bei der unten zu beschreibenden Modifikation 
der Methode dieselben Faktoren und gleiche Werte erhielten. Steigert 
man aber die Dimac-Konzentration auf unphysiologische Werte, so 
wird die Spaltung wegen ungiinstiger Léslichkeitsverhaltnisse unvoll- 
stindig®. Ein ahnliches Verhalten liegt offenbar auBerdem vor, wenn 
im Reaktionsgemisch neben den Acetalen noch andere Lipoide vor- 
kommen, wie dies bei der Serumbestimmung der Fall ist. Wir konnten 
nimlich dem Serumlipoid-Extrakt zugesetzte Dimethylacetale nur 
zu etwa 90% wiederfinden (freie Aldehyde fand Feulgen zu 100% 
wieder). AuBerdem ergaben sich bei seiner Serumbestimmung im Mittel 
um etwa den gleichen Betrag niedrigere Werte gegeniiber unserer Modi- 
fikation. Zu besseren Ergebnissen kamen wir bei Anwendung von 
90-proz. Essigsiure als Lésungs- und Spaltungsmittel. 


b) Zur Schiffschen Reaktion bei héheren Fettaldehyden 


Bei unseren Versuchen benutzten wir die von Feulgen! ange- 
gebene FSS. Waelsch® stellte seinerzeit fest, daB verschiedene An- 
sitze von FSS bei gleichem Acetalgehalt unterschiedliche Werte er- 
geben. Wir fiihrten diesen Versuch bei sieben verschiedenen Ansitzen 
von FSS durch und erhielten Werte, die eine Streuung von nur +- 0,2% 
zeigten, also weit innerhalb der Fehlergrenze konstant waren. Um eine 
etwaige St6rung der Farbreaktion durch die in der Feulgenschen 
FSS enthaltene Salzsiure auszuschalten, verwandten wir versuchsweise 
FSS, die durch Einleiten von SO,-Gas in wiGrige Fuchsinlésung_her- 
gestellt worden war. Es ergaben sich zwar héhere, aber stark schwan- 
kende Extinktionswerte. 

In allen iibrigen Punkten (Dauer der Farbentwicklung, einzuhal- 
tende Temperaturen usw.) konnten wir Feulgens Angaben bestitigen. 


9M. Anchel u. H. Waelsch, J. biol. Chen:istry 152, 501 [1944]. 
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Vor kurzem berichteten wir! iiber ein unterschiedliches Verhalten von Pal- 
mitin- und Stearinaldehyd gegeniiber FSS. Inzwischen konnten wir zeigen, daB 
diese Befunde auf Spuren von Verunreinigungen zuriickzufiihren sind, da nach 
t Hochvakuumdestillation der Dimac bei 10-* Torr diese Unterschiede nicht mehr 
' nachweisbar waren. 
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. Abb. 1. Zeitliche Anderung der spektralen Eigenschaften einer amylalkoholischen 
wd Lésung des Schiffschen Farbstoffes aus Stearal. 
- Extinktionsinderungen a) bei 5460 A; b) bei 5770 A; c) bei 5890 A. Amylalkohol- 
n zugabe zur Zeit t = 0. Die Werte der ersten Messung sind gleich 100% gesetzt. 
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in Amylol unmittelbar nach dem Ausschiitteln. 
Aufgenommen mit einem Beckman-DU-Photometer in 1,00-cm-Kiivetten bei 
e etwa 0,04 mm Spaltweite. 


. Abb. 2. Absorptionsspektrum des aus FSS und Palmital entwickelten Farbstoffes 
/ 
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Feulgen! beobachtete eine allmihliche Anderung der spektralen 
. Eigenschaften der in Amylalkohol ausgeschiittelten Aldehyd-Farbstoff- 
verbindung, ein Befund, den wir an Hand genauer Messungen bei ver- 
schiedenen Wellenlingen im Beckman-Spektrophotometer bestitigen 
konnten. Die Ergebnisse zeigt Abb. 1. Das Maximum dieser Verbindung 
liegt bei etwa 5600 A (s. Abb. 2). Schon kurze Zeit nach dem Aus- 


10 F, Leupold u. H. Bittner, Vortrag KongreB d. dtsch. Gesellschaft f. 
physiol. Chemie; Hamburg 1952. 











16 F, Leupold und H. Biittner, 
schiitteln beginnt in diesem Bereich eine starke Abnahme der Extinktion; 
dageger. bleibt die Extinktion bei 5460 A iiber langere Zeit nahezu 
konstant. Bei diesen Verinderungen verschwindet der zunichst vor- 
handene Bandenkopf der Aldehyd-Farbstoffverbindung und statt dessen 
tritt eine neue Bande auf, deren Maximum bei etwa 5460 A liegt, also 
zum Violetten hin verschoben ist. Vergleichende Messungen zeigten, 
daB diese Bande sich mit der einer amylalkoholischen Lésung von 
p-Fuchsin-HCl deckt. Eine entsprechende Verianderung zeigt sich auch 
im Gebiet unterhalb von 4000 A. Unmittelbar nach dem Ausschiitteln 
hat die Aldehyd-Farbstoffverbindung hier keine Extinktion. LaBt man 
die Lésung lingere Zeit stehen, so tritt eine merkbare Extinktion auf. 
Eine Lésung von p-Fuchsin-HCl in Amylalkohol weist in diesem Bereich 
ebenfalls eine starke Absorption auf. Die Anderung der spektralen 
EKigenschaften der Aldehyd-Farbstoffverbindung in Amylalkohol kann 
nach diesen Befunden in der Weise gedeutet werden, daB sie unter 
Riickbildung von freiem Fuchsin zerfillt. Wieland und Scheuing" 
sowie Rumpf!? beobachteten in wissrigen Lésungen eine Abnahme der 
von niederen Aldehyden mit FSS gebildeten Farbung. Wieland konnte 
zeigen, daB diese Abnahme bis zu vdélliger Entfiirbung gehen kann, 
wobei sich unverinderte FSS zuriickbildet. In diesem Falle hat sich 
also das beim Zerfall der Aldehyd-Farbstoffverbindung freigewordene 
Fuchsin neuerdings mit iiberschiissig vorhandenem SO, zu FSS um- 
gesetzt. Bei den verinderten Verhiltnissen im Amylalkohol kann eine 
nennenswerte Riickbildung von FSS nicht erfolgen, so daB lediglich 
freies Fuchsin entsteht. Fiir die photometrische Bestimmung der Alde- 
hyde ist es sehr giinstig, daB die Extinktionen der Aldehyd-Farbstoff- 
verbindung und des freien Fuchsins bei 5460 A annihernd gleich sind, 
so daB bei der geschilderten Reaktion die Absorption bei dieser Wellen- 
linge tiber lingere Zeit konstant bleibt. 


c) Zur photometrischen Bestimmung des Farbstoffes 


Das Spektrum des mit Palmitin- und Stearinaldehyd gebildeten 
Farbstoffes wurde von Feulgen und Mitarbeitern!*! mit dem Stufen- 
photometer aufgenommen. Bei spektrophotometrischen Messungen 
erhielten wir tibereinstimmende Ergebnisse (Abb. 2). Palmitin- und 
Stearinaldehyd unterscheiden sich nicht in der Form des Spektrums, 
jedoch um ein geringes im Extinktionskoeffizienten. Bemerkenswert 
ist die Ubereinstimmung der von Feulgen! im Stufenphotometer mit 
der Quecksilberlampe und den von uns im Beckman-Photometer 
erhaltenen Faktoren. Eine Zusammenstellung der MeBergebnisse 
bringt Tab. 1. 

Die Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes ist aus Abb. 3 ersichtlich. 


11 H, Wieland u. G. Scheuing, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 2527 [1921]. 
2 Pp, Rumpf, Bull. Soc. chim. France (4) 51, 503 [1932]. 
13 R. Feulgen u. R. Griinberg, diese Z. 257, 161 [1939]. 
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Tab. 1. Extinktionskoeffizienten und Berechnungsfaktoren fiir die Reaktion von 
Palmital und Stearal mit dem Schiffschen Reagens. 





Aldehyd 


(em? Mil 


Extinktions- 
koeffizient ¢ 
bei 5460 A 


limol-?) 


Extinktion * 
mg, Aldehyd in der 


Faktor nach Feulgen ( 
. analysierten Lésung 





Messung im monochromat. Stupho 
Licht bei 5460 A Filter S 53 





diese Arbeit | Feulgen** | diese Arbeit | Feulgen 











Palmital 27555 + 0,5% | 8,70+-1,7% 8,68 9,9 10 
Stearal 28225 + 1,0% | 9,50-+ 1,1% 9,55 11,3 1] 
* umgerechnet auf 1 cm Schichtdicke. 
0,361 eae . 
** umgerechnet mit dem Quotienten p a = 0,868 aus Stuphomessungen mit Filter S 53, 
> » 


Angabe der Feulgenschen Werte: siele '*"1. 
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Abb. 3. Eichkurve zur Bestimmung von Palmital und Stearal nach Feulgen. 
Schichtdicke 1,00 cm; 2 = 5460 A; Spaltweite 0,04 mm. 


Die Genauigkeit photometrischer Messungen liBt sich nach Ring- 
bom! und Ayres in einfacher Weise ermitteln, wenn man die Ab- 


sorptionswerte (° 


0 


4) als Ordinate gegen die Logarithmen der Konzen- 


4 A, Ringbom, Z. analyt. Chem. 115, 332 [1939]. 
15 G. H. Ayres, Analytical Chem. 21, 652 [1949]. 
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tration als Abszisse auftrigt. Denn die Genauigkeit einer photometri- 
schen Messung ist, wie sich aus dem Lambert-Beerschen Gesetz 
ableiten l48t, am groéBten, wenn 
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dcic dine  2,303-dloge 
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Abb. 4. Eichkurve fiir die Palmitalbestimmung bei 5460 A und 1,00 em Schicht 
zur Ermittlung der photometrischen Genauigkeit, die durch die Steilheit der Kurve 
ausgedriickt wird. 


ein Maximum erreicht. Das ist bei der erwihnten Art der graphischen 
Darstellung der Fall, wenn die Kurve ihre gréBte Steilheit hat. In 
Abb. 4 ist dies fir Palmital dargestellt. Fiir unsere Aldehydbestimmung 


ergibt sich bei Benutzung eines Beckman-DU-Spektrophotometers | 


(A = 5460 A, Spaltweite 0,04 mm, Schichtdicke 1,00 cm) ein optimaler 





Konzentrationsbereich von 0,004... 0,04 Millimol-Liter-! Palmital in 
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der Kivettenlésung, das entspricht bei der Serumbestimmung einem 
Aldehydgehalt von 1...8mg%%. Im giinstigsten Falle erreicht man 
eine MeBgenauigkeit von 2,7°%, relativem Analysenfehler pro 1°% ab- 
solutem photometrischem Fehler. 


III. 


Die Serumbestimmung 


Bei der Bestimmung im Serum muBte zunichst gepriift werden, 
ob sich der von Waelsch® an Organ-Extrakten beobachtete Effekt 
stérend bemerkbar macht. Feulgen! konnte zum Serumlipoid- 
tiickstand zugesetzten freien Aldehyd vollstindig wiederfinden. Er 
schloB daraus, daB eine Unterdriickung der Schiffschen Reaktion bei 
freien Aldehyden im Serum nicht auftritt. Wir fanden — wie bereits 
erwihnt — zum Serumlipoidriickstand zugesetztes Acetal mit seiner 
Methode nur zu etwa 90% wieder. Ein ,,;Waelsch-Effekt‘, nach 
Feulgen! ,,eine mégliche Unterdriickung der Schiffschen Reaktion 
nur in bezug auf die freien Aldehyde“ liegt also bei der Serumbestimmung 
anscheinend nicht vor. Der Zusatzversuch mit Acetal deutet aber darauf 
hin, daB im Serumlipoid-Riickstand die Spaltung kritisch ist. Nun 
konnten wir vor kurzem zeigen’, daB sich die Acetalhydrolyse mit 
%0-proz. Essigsiure einwandfrei durchfiihren lat. Deshalb verwandten 
wir auch zur Hydrolyse des Serumlipoid-Riickstandes 90-proz. Essig- 
siure und konnten auf diese Weise die geschilderten Unstimmigkeiten 
bei der Feulgenschen Methode nahezu beseitigen. In je 8 Versuchen 
mit Palmital-, bzw. Stearal-Dimac setzten wir dem Serumlipoid-Riick- 
stand etwa 25 y Dimac, das sind etwa 21 y Aldehyd, unmittelbar vorher 
in 90-proz. Essigsiure gelést, zu. Beim Palmital-Dimac fanden wir 
98%, beim Stearal-Dimac 97%, mit einer Streuung von --3%, wieder. 
Ob es sich bei diesen etwas zu niedrigen Werten um einen systematischen 
oder zufilligen Fehler handelt, liBt sich, da die Fehlergrenze der Methode 

5% betrigt, nicht sicher entscheiden. 

Fir die Hydrolyse der Acetalphosphatide im Serum mit 90-proz. 
Essigsiure bei 55°C fanden wir 45 Min. als ausreichend. Die Extink- 
tionswerte blieben nimlich in einem Zeitraum von 45...700 Min. mit 
einer mittleren Abweichung von nur + 0,5% konstant. Eine bei sehr 
langer Hydrolysedauer auftretende gelegentliche Steigerung der Ex- 
tinktionswerte diirfte durch fremde Einfliisse hervorgerufen sein. Ein 
Vergleich der Feulgenschen Methode mit unserer Modifikation an 22 
verschiedenen, menschlichen Seren ergab bei letzterer statistisch ge- 


Tab. 2. Vergleich der Serumbestimmung nach Feulgen mit der modifizierten 
Methode. Werte der ersteren als 100% gesetzt. 


Nr. 1 2 3 4 5 6 if 8 9 10 11 
% 131,8 106,2 117,8 107,8 106,7 112,4 121,8 133,3 132,1 100,7 96,6 


/O 

Nr. 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 
% |117,9 117,3 100,0 103,0 108,1 112,2 113,2 109,8 106,4 111,5 114,2 
Q* 
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sichert héhere Werte. Diese lagen im Mittel um 13° hoher. Bemerkens- 
wert ist die starke Streuung von 9°%. Die Zahlenwerte bringt Tab. 2. 


Ausfiihrung der Bestimmung 


lccm Serum 148t man in 30 cem wasserfreies, unvergilltes Athanol (durch 
Destillation tiber CaO getrocknet) einflieBen. Wie bei Feulgen wird 5 Min. ge- 
schiittelt und durch ein zugedecktes Faltenfilter filtriert. 20 ccm des Filtrates 
werden in einen etwa 60-cem-Spitzkolben mit NS 14,5 gegeben. Der Alkohol wird 
im Thermostaten bei 55°C und etwa 100 Torr an einem einfachen Destillations- 
aufsatz abdestilliert. Ein Verspritzen wird durch eine beiderseitig nicht zu diinn 
ausgezogene Kapillare, die nicht eintaucht, verhindert. Der Lipoidriickstand wird 
in 1 cem 90-proz. Essigsiure, hergestellt aus CrO,-indifferentem Eisessig (Merck), 
bei 55°C durch sorgfaltiges Umschwenken gelést1® und 45 Min. im Thermostaten 
hydrolysiert. Dann wird der Kolben kurz abgekiihlt und 10 cem FSS (wie von 
Feulgen angegeben) zugesetzt. Nach 25 Min. werden 10 cem Verdiinnungsfliissig- 
keit?? nach Feulgen zugegeben und mit 10 ccm Amylalkohol?® unter der kalten 
Wasserleitung etwa 14 Min. ausgeschiittelt?®. Nach kurzem Zentrifugieren im 
verschlossenen Zentrifugenglas wird die Farblésung abpipettiert und in 1 cm- 
Kiivetten photometriert. Es ist zweckmaBig, gegen einen gleich behandelten Leer- 
wert und nicht gegen reinen Amylalkohol zu kompensieren. 

Berechnung: Beim augenblicklichen Stand der Acetalphosphatid-Forschung 
halten wir es fiir ratsam, der Berechnung wie Feulgen einen Mittelwert aus Pal- 
mital und Stearal zugrunde zu legen und das Ergebnis in mg Plasmal und nicht 
als Plasmalogen anzugeben. 

Aus den in Tab. 1 angegebenen Werten errechnen sich die folgenden Fak- 
toren 2°, ; 

a) Bei Messung im Beckman-Photometer bei 5460 A, bzw. im Stufen- 
photometer im Lichte der griinen Quecksilberlinie (Filter Hg 546): Gehalt des 
Serums an Plasmal in mg% = Extinktion (E):14,1. 

b) Bei Messung im Stufenphotometer mit dem Filter S 53: Gehalt des Serums 
an Plasma] in mg% = Extinktion (E)-16,4. 


Wir danken Frl. E. Portwich fiir ihre Hilfe bei dieser Arbeit. 


Die Arbeit wurde durchgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft. 


Zusammenfassung 


1. Eine kritische Nachpriifung der von Feulgen und Mitarbeitern 
angegebenen Methode zur Bestimmung der Acetalphosphatide im 
Serum wurde durchgefihrt. 

2. Im Modellversuch mit Dimethylacetalen héherer Fettaldehyde 
arbeitet die Methode einwandfrei, im Serum kénnen aber Fehler durch 
unvollstandige Hydrolyse auftreten. 


16 Die Lésung in 90-proz. Essigsiure ist klarer als die in Eisessig. 

17 Wir erhielten gleiche Ergebnisse bei Verwendung von 10 oder 20 ccm 
Verdiinnungsfliissigkeit. 

18 Der Amylalkohol kann nach Gebrauch durch mehrfaches Waschen mit 
H,O im Scheidetrichter und 2- bis 3-malige fraktionierte Destillation iiber eine 
Kolonne leicht wiedergewonnen werden. 

19 Bei uns trat auch im Hochsommer niemals eine nachtragliche Triibung 
der amylalkoholischen Lésung auf. 

20 Das Volumen des gefallten Eiweifes wurde bei der Berechnung bewuBt 
vernachlassigt. 
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3. Photometrische Daten tiber den Schiffschen Farbstoff werden 
angegeben. Es wurde versucht, die Inkonstanz der Farbe bei ver- 
schiedenen Wellenlingen zu erklaren. 

4, Es wird eine Modifikation der Serumbestimmung vorgeschlagen, 
die einfacher durchzufiihren ist und bessere Ergebnisse liefert. 


Uber die Einwirkung von Alkali auf einige steroide Herzgifte 
und deren Allo-Isomere 


Von 
J. Kraus 
Aus dem Laboratorium der Firma C.F. Boehringer & Soehne GmbH., Mannheim-Waldhof 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. November 1952) 


Gelegentlich einer Herstellung von Strophanthusglykosiden durch 
enzymatischen Abbau war eine einfache chemische Methode zum Nach- 
weis der physiologisch inaktiven Alloverbindungen erwiinscht. Der 
stereochemische Unterschied zwischen den normalen Herzgiften mit 
fiinfgliedrigem Lactonring und ihren C,,-Isomeren kommt bekanntlich 
darin zum Ausdruck, daB nur die ersteren durch Alkali in die sog. Iso- 
verbindungen iiberfiihrbar sind. Die Bildung dieser Isoverbindungen 
ist an das Vorliegen einer OH-Gruppe an C,, (oder an C,,) und an die 
cis-Stellung der Lactonringseitenkette zu dieser OH-Gruppe gebunden!. 
Die Einwirkung von Alkali liefert unter geeigneten Bedingungen bei 
den normalen Herzgiften in erster Linie Verbindungen von Typ Ia bzw. 
Ib, wenn auch Gleichgewichte mit II oder III nicht unméglich sind, 
da z. B. die Lactolformen Ib aldehydische Eigenschaften aufweisen?. 
Hingegen ist bei den Allo-Isomeren — sofern das Alkali keine sterischen 
Umlagerungen verursacht — die Entstehung der Isoverbindungen (1) 
ausgeschlossen. Vermutlich sind in diesem Fall in der alkalischen Loésung 
die Saéuren II oder III vorhanden. Elderfield* hat am Modell des 
p-Cyclohexyl-x,f-butenolids den Ubergang in die untereinander im 
Gleichgewicht stehenden entsprechenden Verbindungen II und III 
(R = Cyclohexylrest) nachgewiesen. Nur die ungesittigte Alkohol- 


\ a CH, —CH——CH, R-C:CH-CO,H R-CH-CH,-CO.H 
| | | | | | 

J N77 CH CO /N\_/_CHOH CO.H  CH,OH CHO 

0 0 
Ia Ib It III 


1 Fieser u. Fieser, Natural Products related to Phenanthrene, 1949, 8. 662. 
2 1. ¢.1, S. 537. 
3 Elderfield u. Mitarb., J. biol. Chemistry 6, 273 [1941]. 
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siure (II), nicht aber die Aldehydsaure (III), lieB sich durch Saure in 
das ungesittigte Ausgangslacton zuriickverwandeln. 


Zur Feststellung, ob sich die normalen Herzgifte von ihren Allo- | 
isomeren beziiglich der Relactonisierbarkeit oder ihres Verhaltens gegen | 


Carbonylreagenzien unterscheiden,wurden folgende Versuche gemacht: 
1. Eine alkalische Allocymarinlésung (0,1 g in 16 ecm 0,05-n.Natron- 


lauge mit 50° Methanol), welche nach 24-stdg. Stehenlassen bei Raum- ~ 


PEA ATS 9 8 


Sihiileiedaenaas 


temperatur keine Legalsche Reaktion mehr zeigte, wurde angesduert ; 


und mehrere Stunden auf 50° erwirmt. Mit Nitroprussidnatrium-Alkali 


EAT 


trat dann nur spurenhafte Violettfirbung auf. Cymarin verhielt sich © 


unter gleichen Bedingungen ebenso. 


2. Gianzlich negativ verhielt sich nach 1. mit Alkali vorbehandeltes ; 
Cymarin oder Allocymarin gegen Fehling-Lésung und gegen fuchsin- © 


schweflige Saiure. Dagegen wird Tollens-Silber-Lésung durch Allostro- © 
phanthidin oder Allocymarin merkbar schneller reduziert als durch © 
Strophanthidin oder Cymarin, und zwar treten diese Unterschiede © 


schon ohne Voralkalisierung der Substanzen auf (3—4mg in 2cm 
33-proz. Methanol + 1 cem Silberlésung; Reduktionszeit 1—2 Stdn.). 

So kann z. B. mittels eines Vergleichsansatzes mit reinem Cymarin 
eine Verunreinigung eines Cymarin-Priparates mit 5% Allocymarin 
noch gut erkannt werden. 


3. Triphenyltetrazoliumchlorid wird in alkalischer Losung in 
starkerem MaBe durch Allocymarin als durch Cymarin zum Formazan © 
reduziert, die Versuche befriedigten aber in quantitativer Hinsicht | 
nicht ganz. Viel besser waren die Ergebnisse unter Verwendung von | 


2.4-Dinitrophenylhydrazin. 
Alkalische Lésungen von Strophanthidin oder Strophanthidol, bzw. 


Glykosiden dieser Aglykone, welche keine Legalsche Reaktion mehr ~ 
zeigen, reagieren unter den nachfolgenden Bedingungen nach An- | 


siuern mit diesem Reagens schwach oder gar nicht. Mit den entsprechen- 
den voralkalisierten Alloverbindungen tritt in betriichtlichem Umfange 
Hydrazonbildung ein. Diese wurde durch die bei nachfolgendem Zusatz 
von methylalkoholischer Kalilauge auftretende Rotbraunfarbung* 
nachgewiesen und gemessen. Ohne die vorhergehende Einwirkung von 
Alkali ist die Umsetzung mit dem Hydrazin bei allen Verbindungen 
ganz oder fast ganz negativ. 

Die Werte der Tabelle beziehen sich auf folgende Versuchsbedin- 
gungen: 


1,67 mg Substanz werden in einem etwa 1 cm weiten, graduierten Rohrchen 
in 0,34 cem reinstem Methanol gelést. Nach Zusatz von 0,66 ccm waBriger 0,15-n. 


Natronlauge bleibt das Gemisch 20 Stdn. bei 20° stehen. Die legalnegativ ge- | 
wordene Lésung wird nach Ansauern durch 3 Tropfen n.-Salzsiure mit 0,3 ccm © 


Dinitrophenylhydrazinlésung (0,2 g in 100ccm 2-n Salzsiure) versetzt. Nach 
1/,-stdg. Stehenlassen bei 16—18° folgt Zugabe von 1,5 ccm Kalilauge (10 g KOH, 
20 cem Wasser, Methanol bis 100 cem) und Kolorimetrie (Kompensationsphoto- 
meter von Leitz, Filter 495, 0,5 cm-Kiivette) gegen einen glvkosidfreien Leeransatz. 


4 Chem. Zbl. 1952, 3060. 
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Obgleich die Hydrazonbildung in der angegebenen Zeit nicht quantitativ ist, 

















sig _ sind die Werte gut reproduzierbar. — Fiir die Voralkalisierung sind Zeit und Tem- 
_ peratur konstant zu halten: Eine 44-stdg. Alkalieinwirkung (statt 20-stdg.) steigert 
llo- | die Farbwerte um etwa 30%; bei 10° bzw. 30° sind dieselben um 20% tiefer bzw. 
yen é hoéher als bei 20°; SauerstoffausschluB erwies sich ohne Bedeutung; héhere Me- 
ht:  thanol- oder Alkalikonzentrationen wurden noch nicht niher untersucht. 
on- 
m- | Voralkalisierung: 20 Stdn. bei 20°. 
ert & 
.& E 
ali | (=: Extink- M aa 
ich © tion fiir 0,5em } (Mol.-Gew.) 
j Schichtdicke 
tes Strophanthidin. ......... 0,138 404 56 
In- Allostrophanthidin . ....... 2,550 404 1030 
ro- §@ Cymarin...... Bie Gish yee oes 0,102 549 56 
ch F Allocymarin . . cae ee 1,840 549 1010 
d © &k- Strophanthosid . Sea ke 0,060 872 52 
eg (k- Strophanthin-; ) 
7m Strophanthidol.. . ........ < 0,010 406 <10 
ade Cymarol. ..... Pee < 0,010 551 <10 
in k-Strophanthol-y . . eis ae 0,014 874 12 
. 18- -Acetyl- strophanthol- jd Gi gee wean ane < 0,020 916 <18 
in Emicymarin . . . aie fe) ak < 0,010 551 <10 
Alloemicymarin . ee ae ee ee <1,947 551 1073 
in| Gitoxigenin . . Ss ee 1,165 390 454 
un | Monoanhydro- strophanthidin . ee, < 0,010 386 <10 
ht | Dianhydro- eran Rah Bucks We 1,867 368 687 
'@ g-Strophanthin.......... < 0,010 585 <10 
mn | 
¥ Die vom Molekulargewicht unabhingigen Werte E-M sind fir 


™ _ Allo-Strophanthidin, Allo-Cymarin und Allo-Emicymarin fast gleich 
_ groB. Nur 5% dieser Farbwerte zeigen Strophanthidin und seine Gly- 


n- 
* koside; hier reagiert offenbar lediglich die Aldehydgruppe (C,,) in 
. geringem MaBe, denn Strophanthidol, dessen Glykoside, sowie Emicy- 
“ marin verhalten sich praktisch véllig negativ. Die hohen H-M-Werte 


.4 | der Alloverbindungen erméglichen eine einfach auszufiihrende quanti- 
| tative Bestimmung. Fiir Cymarin-Allocymaringemische mit 0—100% 
Allocymarin verlaiuft die Extinktionskurve fast geradlinig. 

Von weiteren Herzgiften konnten bisher nur einige wenige gepriift 
\- werden. Auffallend sind die Unterschiede zwischen Monoanhydro- 
strophanthidin ([«]) des Priparates: —149°) und Dianhydrostrophan- 
thidin ([«]p des Priparates: —213°). Schon fiir die erstere Verbindung 
wire wegen der bei C,, angenommenen Doppelbindung (Fehlen des 
C,,-Hydroxyls) eine stark positive Reaktion zu erwarten gewesen. 
Bemerkenswerterweise liefert auch Gitoxigenin eine verhaltnismaBig 
E starke Farbung. Die UV-Absorptionsmessung zeigte bei dem verwen- 
- | deten Priparat keine Verunreinigung mit 16-Anhydro-gitoxigenin an’. 


‘+e 
A ESR SS 


fe aa 


: 5 K. Meyer, Helv. chim. Acta 29, 473 [1946]. 
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Den Herren Prof. Dr. Neumann, Wiirzburg und Prof. Dr. Reichstein, 
Basel sei fiir die Uberlassung von Praparaten (Gitoxigenin bzw. Emicymarin und 
Allo-Emicymarin), Herrn Dr. Spingler, Mannheim-Waldhof fiir die Ausfiihrung 
von UV-Messungen bestens gedankt. 


Zusammenfassung 


Unter geeigneten Bedingungen reagieren nach Alkalivorbehand- 
Jung nur die C,,-Isomeren von steroiden Herzgiften mit fiinfgliedrigem 
Lactonring, nicht aber die entsprechenden normalen Verbindungen 
mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin. Dieses Verhalten kann zu Nachweis 
und quantitativer Bestimmung der Allo-Isomeren dienen. 


Endgruppenbestimmung an Kollagen und Gelatine 
Von ; 
W. GraBmann und H. Hérmann 
Aus der Forschungsstelle fiir Eiwei8 und Leder der Max-Planck-Gesellschaft, Regensburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24, November 1952) 


Vorstellungen und Hypothesen iiber die Struktur der Kollagen- 
faser sind zunichst auf Grund mehr oder weniger gesicherter Befunde 
tiber ganzzahlige Mengenverhiltnisse der einzelnen Aminoséuren, aus 
denen man auf relativ einfache Aufbauprinzipien geschlossen hat, ent- 
wickelt worden!. In der Folge hat man versucht, diese Vorstellungen 
mit den durch Roéntgenstrukturanalyse zuniichst ermittelten kleinen? 
und den spiter aufgefundenen groBen* Identititsperioden in Uberein- 
stimmung zu bringen. So kénnte aus der Aminosiurezisammensetzung 
auf ein Mindestmolekulargewicht, entsprechend etwa 216 Aminosiuren, 
geschlossen werden‘, das sich leicht mit der auf Grund der Kleinwinkel- 
interferenzen abgeleiteten Periode von 640 A* in Beziehung setzen laBt, 
1 W.R. Atkin, J. int. Soc. Leather Trades Chemists 17, 575 [1933]; W. T. 
Astbury, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 2, 15 [1934]; M. Berg- 
mann, J. biol. Chemistry 11@, 471 [1935]; M. Bergmann u. W. H. Stein, J. biol. 
Chemistry 128, 217 [1939]; W. GraBmann u. J. Trupke, Handbuch der Ger- 
bereichem. u. Lederfabr. (Bergmann-GraBmann) 1/1, 8.359 [1944]. k 

2 PP. Scherrer, Zsigmondys Lehrbuch d. Kolloidchemie, 3. Aufl., S. 408, 
O. Spanner, Leipzig 1920; G.C. Heringa u. N. H. Kolkmeijer, Verhandel. 
Konink]. Akad. Wetenschap. Amsterdam, Afdeel. Natuurk. 29, 1092 [1926]; R. O. 
Herzog u. H. W. Gonnel, Naturwiss. 12, 1153 [1924]; Ber. dtsch. chem. Ges. 
58, 2228 [1925]; Collegium 1926, 189; Z. physik. Chem., Abt. B, 12, 228 [1931]. 

3G. L. Clark, E. A. Parker, J. A. Schaad u. W.J. Warren, J. Amer. 
chem. Soc. 57, 1509 [1935]; W. T. Astbury, J. int. Soc. Leather Trades Chemists 
24, 69 [1940]; R. S. Bear, J. Amer. chem. Soc. 64, 727 [1942]; 66, 1297 [1944]; 
O. Kratky u. A. Sekora, J. makromolekulare Chem. 1, 113 [1943]. 

4 W. GraBmann, Vortrag EiweiBtagung in Plassenburg 1944; vgl. auch 
Filaschentragers Handbuch f. physiol. Chem. Bd. I, S. 727, Springer Verlag 1951. 
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wenn man die Linge einer Aminosiure dem lange bekannten Reflex von 
2,88 A? zuordnet. Wesentlich weitergehende Aufschliisse iiber den 
inneren Bau der Kollagenfaser verspricht die von Hall, Jakus und 
Schmitt® sowie unabhangig davon von Wolpers® aufgefundene elek- 
tronenmikroskopische Querstreifung der Kollagenfibrillen. Sie lieB in 
den ersten Veréffentlichungen nur eine Hauptperiode von etwa 640 A 
erkennen, tibereinstimmend mit der Hauptperiode der Réntgenklein- 
winkelinterferenzen, ist aber in der Folgezeit als Ausdruck einer sehr 
weitgehend differenzierten und offenbar komplizierten submikrosko- 
pischen Struktur erkannt worden’. 

In letzter Zeit sind eine Anzahl von Modellvorstellungen entwickelt 
worden, die darauf ausgehen, die spirlichen chemischen Befunde mit den 
Ergebnissen der Rontgenstrukturanalyse und der Elektronenmikroskopie 
in Ubereinstimmung zu bringen. Als endgiiltig gesichert darf im Augen- 
blick wohl keine dieser Vorstellungen gelten, und es ist insbesondere das 
Problem der elektronenmikroskopischen Querstreifung noch weitgehend 
ungeklart. Allgemein wird eine kettenformige Anordnung der Amino- 
siuren in Richtung der Faserachse angenommen§’, was durch die mit 
Hilfe der Réntgenbeugung gemessenen Abstinde quer zur Faserrichtung? 
und durch die Aufspaltung mancher Fibrillen in Subfibrillen (,,Fila- 
mente‘) lings der Faserrichtung nach Quellung® oder Bruch!® sowie 
durch das Verhalten bei lingerer Elektronenbestrahlung? gestiitzt wird. 
Alle neueren Vorstellungen gehen dabei von einer spiraligen Form der 
einzelnen Peptidkette aus, wobei die Spirale nach Pauling und Corey™ 
aus drei schraubenférmig miteinander verdrillten, nach Bear’? jedoch 
nur aus einer einzigen aufgebaut sein soll. 

Die Frage, ob es sich dabei um eine abgeschlossene Peptidkette von 
z. B. 216 Aminosiuren handelt, ob in Wirklichkeit kleinere Ketten vor- 
liegen!* oder ob endlose Ketten die gesamte Faser durchziehen, ist aber 
damit noch nicht entschieden. Als geeigneter chemischer Weg zur 
Klarung dieses Problems schien uns die Bestimmung der End- 
gruppen, die wir sowohl fiir das Aminoende wie auch das Carboxyl- 


5 C.E. Hall, M.A. Jakus u. F.O. Schmitt, J. Amer. chem. Soc. 64, 1234 
(1942). 
6 C. Wolpers, Klin. Wschr. 22, 624 [1943]; 28, 169 [1944]; Virchows Arch. 
pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. ‘312, 292 [1944]. 

7 W. GraBmann, U. Hofmann u. Th. Nemetschek, Naturwiss. 39, 215 
[1952]; U. Hofmann, Th. Nemetschek u. W. GraBmann, Z. Naturforschg. 
7b, 509 [1952]. 

8 R.S. Bear, 0. E. A. Bolduan u. T. P. Salo, J. Amer. Leather Chemists 
Assoc. 46, 107 [1951]. 

9 W.T. Astbury, Brit. Radiology 22, 357 [1949]. 

10 F,O. Schmitt u. J. Gross, J. Amer. Leather. Chemists Assoc. 48, 658 
[1948]. 
11 UL, Pauling u. R. B. Corey, Proc. nat. Acad. Sci. USA 37, 272 [1951]. 
12 R.§. Bear, Advances Protein Chem. 7, 69—160 [1952]. 

13 Vol. W. GraBmann u. J. Trupke, Flaschentragers Handbuch f. physiol. 


Chem., Ba. I, S. 661, Abb. 72. 
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ende durchfithrten. Im Zusammenhang mit der Arbeit am Kollagen 
untersuchten wir auch die Endgruppen der Gelatine, da wir hofften, 
auf diesem Wege einen Einblick in die Veranderungen des Kollagens 
wahrend der Gelatineherstellung gewinnen zu k6énnen. 


Fir die Bestimmung der am Aminoende stehenden Amino- 
siuren wendeten wir das allgemein iibliche Verfahren mit Dinitro- 
fluorbenzol (DNFB) nach Sanger™ an. Zur Darstellung von DNP- 
Kollagen arbeiteten wir nach der von Zahn und Wiirz® angegebenen 
Vorschrift zur Darstellung von DNP-Seidenfibroin, nach welchem Ver- 
fahren eine moéglichst quantitative Umsetzung des unléslichen Proteins 
mit DNFB und eine weitgehende Entfernung des als Nebenprodukt auf- 
tretenden 2.4-Dinitrophenols, welches auf der Faser wie ein Farbstoff 
aufzieht, erreicht wird. DNP-Gelatine wurde nach der allgemein tib- 
lichen Methode nach Sanger” hergestellt und das stérende Dinitro- 
phenol durch Lésen der DNP-EiweiBverbindung in Eisessig und Fallen 
mit Ather gréBtenteils entfernt. Nach Hydrolyse mit Salzsiure wurden 
die erhaltenen DNP-Aminoséuren in eine atherlosliche und eine wasser- 
lésliche Fraktion geteilt und durch Papierchromatographie nach der 
Methode von Biserte und Osteux!® getrennt. Jede einzelne Fraktion 
wurde sodann eluiert und in einem zweiten Chromatogramm mit anderem 
Lésungsmittel durch Mitlaufenlassen einer Vergleichssubstanz iden- 
tifiziert. : 

Am Kollagen konnten keine «-DNP-Aminosiuren festgestellt 
werden. Das Chromatogramm der wasserléslichen Fraktion enthalt 
e- DNP-Lysin und einen kleineren Fleck, der méglicherweise dem e-DNP- 
Oxylysin entspricht (Abb. 1). 

DNP-Gelatine ergab bei der Hydrolyse neben den bereits beim 
Kollagen gefundenen wasserléslichen DNP-Aminosiuren noch DNP 
Asparaginsiure, DNP-Glutaminsiure, DNP-Serin, DNP-Glykokoll und 
DNP-Alanin, deren Gesamtmenge etwa 0,5—1° des Ausgangsmaterials 
betrigt (Abb. 1). Von einigen dieser Aminosiuren ist bekannt, daB 
Peptidbindungen, an denen sie mit ihrer Aminogruppe beteiligt sind, 
leichter hydrolytisch gespalten werden als andere’’, und es nimmt 
daher nicht wunder, daB wahrend des derben Vorganges der Gelatine- 
herstellung gerade diese labilen Bindungen bevorzugt angegriffen werden. 

Zur Bestimmung der Aminosiuren am Carboxylende gibt 
es noch kein so glatt und sicher arbeitendes Verfahren wie am Amino- 
ende. Nach der Methode von Schlack und Kumpf**, die wir in etwas 
abgeinderter Form zur Endgruppenbestimmung verwendeten, wird 
der zuerst an den Aminogruppen durch Benzoylieren geschiitzte KiweiB- 


144 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 

15 H. Zahn u. A. Wiirz, Biochem. Z. 322, 327—339 [1952]. 

16 G, Biserte u. R. Osteux, Bull. Soc. Chim. biol. 38, 50 [1951]. 
17 Vgl. F. Sanger, Advances Protein Chem. 7, 1—67 [1952]. 

18 P, Schlack u. W. Kumpf, diese Z. 154, 125 [1926]. 
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Abb. 1. Auftrennung und Identifizierung der aus DNP-Kollagen bzw. 
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DNP-Gelatine erhaltenen DNP-Aminosauren. 


Koll.-AE, Gel.-AE 


Koll.-H,O, Gel.-H,O = wasserlésliche Fraktion (2. Chromatogramm links). 


= aitherlésliche Fraktion (1. 


Chromatogramm links). 


Die 


rechte Halfte der Abbildung zeigt die Identifizierung der aus dem ersten Chromato- 
gramm links ausgeschnittenen Flecken I, II, III und IV. 

Verwendete Liésungsmittel: a) und b) 5 Tle. Toluol, 1 Tl. Pyridin, 3 Tle. Gly- 
kolmonochlorhydrin, 3 Tle. 0,8-n.NH,; 
20 Tle. 1,6-n.NH,; d) 1 Tl. Phenol, : "TL. Isoamylalkohol, 1 Tl. Wasser; e) und f) 
Isoamy lalkohol, 1-proz. Essigsaure. 


c) 6 Tle. Pyridin, 14 Tle. Isoamylalkohol, 


korper in Eisessig mit Ammonrhodanid und Essigsdureanhydrid um- 
gesetzt, wobei die am Carboxylende stehende Aminosaure einen Ring- 
schluB zu einem Thiohydantoinderivat erleidet. 
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R’-CH—CO 


R-CO-NH-CHR’-COOH X™OXS RON NH 
(CH,CO),0 \ 
( 


Der eine 
Stickstoff des entstandenen Ringsystems ist nun durch eine Carbonyl- 
und eine Thiocarbonylgruppe belastet, und es gelingt daher leicht, das 
Thiohydantoinderivat vom itibrigen Proteinrest mit Alkali abzutrennen. 
Nach hydrolytischer Spaltung des Ringsystems erhalt man die ur- 
spriingliche Aminosiure zuriick und kann sie papierchromatographisch 
identifizieren. Wie aus obigem Formelschema hervorgeht, lait sich 
dieses Verfahren nur dann anwenden, wenn die endstaindige Aminosaure 
an ihrer peptidartig gebundenen Aminogruppe noch ein Wasserstoff- 
atom tragt. Aus diesem Grunde kénnen endstindige Iminosiuren nach 
dieser Methode nicht nachgewiesen werden. Leider ist auch sonst noch 
sehr wenig tiber das Verhalten der einzelnen Aminosiuren, vor allem 
der basischen und hydroxylhaltigen, bei der Anwendung dieser Methode 
bekannt?9. 

Am Kollagen konnten keine endstindigen Aminoséiuren nach- 
gewiesen werden. Erst bei Ansiitzen von 500 mg, wobei allerdings nur 
ein Drittel der erhaltenen Endlésung Zur Chromatographie verwendet 
wurde, zeigte das Papierchromatogramm mehrere Flecken, die vor- 
nehmlich dem Glykokoll, aber auch nahezu simtlichen anderen Amino- 
siiuren entsprachen. Die meisten lagen gerade an der Erfassungsgrenze 
und ihre Gesamtmenge betriigt keinesfalls mehr als 0,2 Mol, berechnet 
auf ein Gesamtmolekiil von 216 Aminosiuren. Wahrscheinlich handelt 
es sich dabei um statistisch verteilte Bruchstellen der Proteinkette, die 
wihrend des Bestimmungsvorganges aufgetreten sind. 

Im Falle der Gelatine lieBen sich bereits bei kleineren Ansatzen 
endstindige Aminosiuren nachweisen, von denen Glykokoll, Threonin 
und Alanin besonders hervorstehen. Die iibrigen Aminosaiuren traten 
ebenfalls, jedoch in wesentlich geringerer Menge auf; iiber die Anwesen- 
heit von Prolin und Oxyprolin ]aBt sich nach dem vorher Gesagten keine 
Aussage machen. Dazu sei noch bemerkt, da bei der Darstellung der 
als Ausgangsmaterial verwendeten Benzoylgelatine eine Anreicherung 
der héhermolekularen Anteile durch Herauslésen der niedrigmolekularen 
mit Eisessig und Entzug des aufgenommenen Lésungsmittels aus dem 
gequollenen Produkt mit Ather stattgefunden hat. 

Die vorliegenden Versuche zeigen, da im Kollagen keine freien 
endstindigen Amino- und Carboxylgruppen vorliegen. Es ist nicht an- 
zunehmen, daB das Versagen beider Methoden, sowohl am Aminoende 
wie auch am Carboxylende, auf sterische Hinderung zuriickzufihren ist. 
Vielmehr liegt der SchluB nahe, da es sich enweder um endlose Peptid- 


19 Vogl. S.G.Waley u. J. Watson, J. Chem. Soc. [London] 1951, 2394; 
J. Tibbs, Nature [London] 168, 910 [1951]. 
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ketten handelt, oder daB, entsprechend der Ansicht Schneiders?”®, 
einzelne Peptidketten von definierter Linge untereinander durch Zucker- 
briicken verbunden sind, wobei das Zuckermolekiil mit der entstiéndigen 
Aminogruppe glykosidisch und mit der Carboxylgruppe esterartig ver- 
bunden wire. Die entsprechenden Aminosiuren wiiren dadurch fiir die 
angewendeten Methoden unangreifbar gemacht und koénnten nicht 
nachgewiesen werden. 

Bei der Umwandlung von Kollagen in Gelatine geschieht sicherlich 
neben einer Loésung der Wasserstoffbriicken, die einen Zerfall des Kristall- 
gitters zur Folge hat, und einem Verlust des Amidstickstoffes?* eine 
Sprengung einzelner Peptidbindungen. An diesen sind im wesentlichen 
Asparaginséure, Glutaminsiure, Serin, Glykokoli und Alanin mit ihrer 
Aminogruppe beteiligt. Die am Carboxylende gefundenen Aminoséiuren 
Glykokoll, Threonin und Alanin diirften urspriinglich mit ihrer Carboxyl- 


! gruppe an diesen labilen Bindungen beteiligt gewesen sein. 


Mit AbschluB dieser Arbeit erhalten wir Kenntnis von einer Arbeit 
von J. A. Bowes und J. A. Moss, die im Rahmen eines Vortrages am 
2. internationalen KongreB fiir Biochemie und Biophysik vom 21.—27. 
Juli 1952 bekanntgegeben worden war. Die beiden Autoren haben 
ebenfalls eine Endgruppenbestimmung mit Hilfe von DNFB am Amino- 


_ ende von Kollagen durchgefiihrt und sind dabei zu ahnlichen Ergeb- 


nissen wie wir gekommen. 


Herrn Dipl. Chem. G. Deffner méchten wir fiir die Ausfiihrung der zwei- 
dimensionalen Chromatogramme vielmals danken. 


Beschreibung der Versuche 


Das verwendete Kollagen wurde aus dem Mittelstiick der Stirnhaut eines 
Stieres nach der Vorschrift von GraBmann u. a.” gewonnen, fiir die Versuche 
mit Gelatine wurde das Praparat ,,Goldetikette‘‘ der Firma Merck eingesetzt. 


Darstellung von DNP-Kollagen 
(Nach der von Zahn und Wiirz” angegebenen Vorschrift zur Darstellung von 
DNP-Seidenfibroin.) 
1,5 g fein zerfasertes Kollagen wurden tiber Nacht in 35,6 com Wasser quellen 
gelassen. Dann wurden 2 g Natriumbicarbonat und eine Lésung von 4g DNFB in 


_ 107 cem Alkohol zugegeben. Das Ganze wurde 8 Stdn. geschiittelt. Danach wurde 


das gelb gefarbte DNP-Protein abgesaugt, mit Wasser und Alkohol griindlich 


' gewaschen und drei Tage in Wasser eingelegt, wobei dieses mehrmals gewechselt 


wurde. Sodann wurde mit Wasser, das mit Essigsiure auf py 4 eingestellt worden 


> war, versetzt und nochmals 12 Stdn. stehen gelassen. Nach dem Absaugen wurde 


das erhaltene Produkt auBerdem noch im Soxleth-Apparat 3 Stdn. mit Alkohol 








PERERA TRE BE 


" extrahiert. Man erhalt aif diese Weise ein Produkt, das frei von anorganischen 
| Salzen ist, und das auch nur mehr eine geringe Menge 2.4-Dinitrophenol adsorptiv 
' gebunden enthalt. Ausb. 1,5 g. 


20 F. Schneider, Vortrag auf der Tagung fiir physiologische Chemie, Frank- 
furt a. M. 1948; s. auch Angew. Chem. 61, 259 [1949]. 

21 J. A. Bowes u. R. H. Kenten, Biochem. J. 48, 365 [1948]. 

22 W. GraBmann, J. Janickiu. F. Schneider, Stiasny Festschrift, Darm- 


| stadt 1937, S. 74. 
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Darstellung von DNP-Gelatine : 


1 g Gelatine wurde in der Hitze in 20 com Wasser gelést und nach dem Ab- | 
kiihlen 1 g Natriumbicarbonat und eine Lésung von 1 g DNFB in 20 cem Alkohol | 
zugegeben. Das Ganze wurde 21/, Stdn. geschiittelt. Sodann wurde die Lésung 
durch tropfenweise Zugabe von Salzsiure unter Riihren angesduert, wobei ein 
gelber Niederschlag ausfiel. Er wurde abgesaugt, in einer Lésung von 0,5 g Natrium- 
bicarbonat in 50 com Wasser unter gelindem Erwirmen auf etwa 40° gelést, fil- 
triert und das Filtrat mit Salzsiiure angesiiuert und abgesaugt. Dann wurde in 
méglichst wenig Eisessig gelést und durch Zugabe von Ather die DNP-Gelatine 
erneut gefallt. Der zuerst klebrige Niederschlag wurde durch AbgieBen des Lésungs- 
mittels isoliert und dann mit Ather behandelt, wobei er allmahlich fest und filtrier- 
bar wurde. Nach dem Absaugen wurde das Produkt im Exsiccator tiber Atznatron 7 
getrocknet. Die Ausbeute betragt etwa 1,2 g je nach Trockenheit. : 


Bestimmung der DNP-Aminosiuren in DNP-Kollagen 
und DNP-Gelatine 


Eine Probe von etwa 0,4g DNP-Kollagen bzw. DNP-Gelatine wurde mit 
40 ccm 20-proz. Salzsiure 8 Stdn. unter Riickflu8 erhitzt. Nach dem Abkihlen 
wurde mit Ather erschépfend ausgeschiittelt, der Ather verdampft und der Riick- | 
stand erneut in 0,3 cem Ather aufgenommen. Von dieser Lésung wurden jeweils 
0,03 cem zur Chromatographie auf Filtrierpapier (Schleicher & Schiill Nr. 2043b) 
aufgetragen. Die Trennung wurde durch die drei Losungsmittelgemische, I. Toluol 
(5 Tl.), Pyridin (1 TI.), Glykolmonochlorhydrin (3 Tle.), 0,8-n.Ammoniak (3 Tle.), 
II. Phenol (1 TI.), Isoamylalkohol (1 Tl.), Wasser (1 Tl.), ILI. Pyridin (6 Tle.), 
Isoamylalkohol (14 Tle.), 1,6-n.Ammoniak (20 Tle.) eindimensional ausgefiihrt. 

Im Falle des Kollagens konnten im Chromatogramm nur die fiir 2.4-Dinitro- 
phenol und 2.4-Dinitroanilin charakteristischen Flecken aufgefunden werden, 
was durch einen zweiten Versuch, in dem eine kiinstliche Mischung dieser beiden 
Verbindungen nebenher lief, bewiesen wurde. 

Im Falle der Gelatine zeigten die Chromatogramme mehrere Flecken, die der 
DNP-Asparaginsiure, DNP-Glutaminsiiure, dem DNP-Serin, DNP-Glykokoll 
und DNP-Alanin zugeordnet werden muBten. Ihre Gesamtmenge entsprach etwa 
2 mg, bezogen auf die gesamte Einwaage. Um die einzelnen DNP-Aminosauren zu 
identifizieren, wurden die Flecken aus einem Chromatogramm des Lésungsmittels I 
ausgeschnitten und mit einem zweiten Liésungsmittel untersucht, wobei die ver- 
mutete DNP-Aminosaure als Vergleichsprobe nebenher lief. Als solches wurde zur 
Identifizierung von DNP-Asparaginsiure, DNP-Glutaminsaure und DNP-Serin 7 
Isoamylalkohol verwendet, der mit 1-proz. Essigsiure gesittigt worden war. © 
DNP-Glykokoll wurde durch das Lésungsmittelgemisch III und DNP-Alanin 
durch das Lésungsmittel II nachgewiesen (Abb. 1). f 

Die nach dem Ausithern erhaltene waBrige Lésung wurde erneut 7 Stdn. | 
gekocht und dann im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde 
in 4ccm Wasser aufgenommen und jeweils 0,01 cem davon zur Chromatographie 
aufgetragen. Es wurden ebenfalls die oben angegebenen Lésungsmittel verwendet. 
In beiden Fallen, sowohl bei DNP-Kollagen wie bei DNP-Gelatine lieBen sich in 
etwa gleicher Starke im Chromatogramm ¢-DNP-Lysin und ein zweiter Fleck, | 
der méglicherweise dem ¢-DNP-Oxylysin entspricht, feststellen. 





Darstellung von Benzoylkollagen 


4,39 g fein zerfasertes Kollagen wurden iiber Nacht in 60 ccm Wasser eingelegt. | 
Dann wurde unter SchiittelIn abwechselnd in kleinen Portionen mit einer gektihlten 
Lésung von 4,4 g Atznatron in 70 ccm Wasser und 8,8 g Benzoylchlorid versetzt, 
wobei darauf geachtet wurde, daB die Reaktion stets alkalisch blieb. Der ganze 
Vorgang erforderte etwa 30—40 Minuten. Dann wurde abgesaugt und gut mit 
Alkohol gewaschen. Ausb. 4,70g. N=14,97%. 
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Darstellung von Benzoylgelatine 


7g Gelatine wurden in einer Lésung von 7 g Atznatron in 210 com Wasser 
gelést; unter Kiihlung und Schiitteln lieB man allmahlich 14g Benzoylchlorid 
zutropfen, wobei mit der Zugabe einer neuen Portion jeweils so lange gewartet 
wurde, bis die Lésung sich vollkommen geklart hatte.Gegen Ende der Reaktion 
wurde die Lésung neutral. Durch Zugabe von etwas Natronlauge wurde der ent- 
standene Niederschlag in Lésung gebracht, filtriert, mit Ather tiberschichtet und 
durch tropfenweisen Zusatz von Salzsdéure die Benzoylgelatine zusammen mit 
Benzoesaure ausgefallt. Diese wurde im Ather aufgenommen und die Benzoyl- 
gelatine abgesaugt. Sie wurde in wenig Eisessig unter Zugabe von etwas Essig- 
siitureanhydrid, um das enthaltene Wasser zu binden, gelést und mit Ather frak- 
tioniert gefallt. Die zuerst fallenden Anteile wurden durch AbgieBen des Loésungs- 
mittels isoliert und erneut mit Eisessig behandelt. Dabei gingen sie nicht mehr in 
Lésung, sondern bildeten nur mehr eine gequollene schleimige Masse. Von dieser 
wurde das Lésungsmittel abgegossen, und der Riickstand mit Ather versetzt, 
wobei er allmahlich erhartete und filtrierbar wurde. Ausb. etwa 3g. N=13,11%. 


Bestimmung der Endgruppen am Carboxylende 


0,5 g benzovliertes EiweiB wurden mit 7,5 ccm Eisessig in der Hitze behandelt, 
wobei Benzoylgelatine in Lésung ging, wahrend mit Benzoylkollagen in Suspension 
gearbeitet werden muBte. Der Ansatz wurde mit 0,25 g Ammonrhodanid versetzt 
und am Wasserbad erhitzt. Nach und nach wurden 42,5 ccm Essigsiureanhydrid 
zugesetzt, wobei darauf geachtet wurde, daB8 die Benzoylgelatine nicht ausfiel. 
Nach 1-stdg. Erhitzen wurde das Liésungsmittel im Vakuum am Wasserbad ein- 
gedampft und der Riickstand mit 40 cem Wasser versetzt. Man setzte nun so lange 
festes Bariumhydroxyd zu, bis die Lésung alkalisch reagierte, wobei das gesamte 
Kiwei8 in Lésung ging. Im Falle des Benzoylkollagens dauerte es etwas linger, bis 
sich eine klare Lésung bildete, daher wurde die Reaktion in mehreren Portionen 
durchgefiihrt. Die erhaltene Lésung wurde filtriert und nach 1/, Stde. das Ba” 
durch Einleiten von CO, gefallt. Nach erneuter Filtration wurde das Thiohydantoin 
mit Essigester ausgeschiittelt, dieser verdampft, und der Riickstand zur Aufspal- 
tung in Aminosauren mit 15 cem konstant siedender Bromwasserstoffsiure unter 
Durchleiten von CO,, das zuerst eine Waschflasche mit feuchtem Natriumbisulfit 
passiert hatte, 5 Stdn. hydrolysiert. Dann wurde am Wasserbad zur Trockene ein- 
gedampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen, filtriert und nochmals ein- 
gedampft. Daraufhin wurde mit Aceton, in dem die anorganischen Salze ungelést 
blieben, ausgezogen, eingedampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen, mit 
Silberoxyd geschiittelt, filtriert und erneut eingedampft. Dieses etwas umstind- 
liche Reinigungsverfahren war notwendig, da sonst keine richtige Auftrennung 
im Chromatogramm zu erreichen war. Der Riickstand wurde in 0,3 ccm Wasser 
aufgenommen und 0,1 ccm davon zur Chromatographie verwendet. Das Chromato- 
gramm wurde zweidimensional mit Phenol und Collidin ausgefiihrt. Im Falle des 
Kollagens wurden nach dem Bespriihen mit Ninhydrin mehrere Flecken festgestellt, 
deren Intensitaten jedoch alle an der Grenze des ErfaBbaren lagen. Sie entsprechen 
siimtlichen neutralen und sauren Aminosaéuren, die im Kollagen enthalten sind. 
Im Falle der Gelatine traten die dem Glykokoll, Threonin und Alanin entsprechen- 
den Flecken starker hervor. Die anderen Aminosauren liegen ebenfalls knapp an 
der Erfassungsgrenze. 


Zusammenfassung 


An Kollagen und Gelatine wurden die endstindigen Aminosiuren 
am Aminoende nach der DNP-Methode von Sanger und am Carboxyl- 
ende nach der Thiohydantoinmethode von Schlack und Kumpf 
bestimmt. Am Kollagen wurden nach beiden Methoden keine end- 
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stindigen Gruppen gefunden, was mit dem Vorhandensein endloser 
Ketten gedeutet wird. Im Falle der Gelatine konnten Asparaginsiure, 
Glutaminsaiure, Serin, Glykokoll und Alanin am Aminoende und Gly- 
kokoll, Threonin und Alanin am Carboxylende festgestellt werden. 
Das Auftreten dieser Endgruppen wird mit der Sprengung einzelner 
Peptidbindungen bei der Uberfiithrung von Kollagen in Gelatine erklart. 


Trennung von Stoffgemischen auf Filtrierpapier 
durch Ablenkung im elektrischen Feld 


Von 
W. GraBmann und K. Hannig 
Aus der Forschungsstelle fiir Eiwei8 und Leder in der Max-Planck- Gesellschaft, Regensburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24, November 1952) 


In mehreren vorausgehenden Mitteilungen’ haben wir einen Weg 
zur kontinuierlichen Trennung von Stoffgemischen durch Elektro- 
phorese beschrieben, der darin besteht, daf} man das zu trennende Ge- 
misch langsam in einem feinen Strahl in ein Fliissigkeitsmedium ein- 
strémen 1aBt, das sich quer zu den Kraftlinien eines elektrischen Feldes 
bewegt. Elektrisch ungeiadene Teilchen wandern dann in Richtung der 
Strémung, geladene werden je nach dem Vorzeichen ihrer Ladung nach 
der Anoden- oder Kathodenseite abgelenkt, und zwar um einen Winkel 
(x), der durch das Verhaltnis zwischen elektrophoretischer Beweglich- 
keit und Strémungsgeschwindigkeit des Transportmediums gegeben ist. 


ieee elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit 
Strémungsgeschwindigkeit der Pufferlosung 
Die als Gemisch zugefiihrten Stoffe werden also nach dem Durchwandern 
der Anordnung an verschiedenen, durch Richtung und Geschwindigkeit 
ihrer elektrophoretischen Bewegung bestimmten Steilen austreten. 
Scharfe Trennungen kénnen natiirlich mit diesem Prinzip nur dann 
erhalten werden, wenn die Strémung des Transportmediums streng 
laminar bleibt. Diese Bedingung ist in einem frei strémenden Medium 
mit Riicksicht auf die durch den Stromdurchgang verursachte Warme- 
entwicklung und unvermeidbare kleine Unterschiede im spezifischen 
Gewicht zwischen der zu trennenden Lisung und dem Transportmedium 
experimentell nicht einfach zu verwirklichen. Sie kann indessen leicht 
erfiillt werden, wenn man eine Anordnung wihlt, bei der die Transport- 
1 Vortrag W. GraBmann, Tagung der Physiologen u. physiol. Chemiker 
in Gottingen vom 31. August 1949; ref. Angew. Chem. 62, 170 [1950]. Ber. 
ges. Physiol. exp. Pharmakol. 139, 220 [1950]; W. GraBmann, Naturwiss. 38, 
200 [1951]; Acta Albertina 20, 58 [1951/52]; vgl. dazu auch: W. GraBmann, 
Dtsch. Bd. Pat. 805399 vom 24. Mai 1949. 
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fliissigkeit durch ein pordéses Medium von geeigneter Oberflichen- 
beschaffenheit hindurchstrémen kann, 


Der Vorteil, der mit der Verwendung poréser Systeme im Hinblick auf die 
Vermeidung von Konvektionsstr6mungen und der Verminderung von Diffusions- 
erscheinungen verbunden ist, ist fiir elektrophoretische Anordnungen anderer Art 
schon verschiedentlich ausgenutzt worden?~*. Dabei handelt es sich allerdings 
stets um Systeme mit einem stehenden, nicht mit einem strémenden Fliissigkeits- 
medium. So berichteten Kendall und Crittenden? von einem Elektrophorese- 
verfahren in einem Kapillarsystem zum Zwecke der Trennung von Isotopen. 
Neuere Arbeiten von Brewer und Madorsky? beschreiben die elektrophoretische 
Trennung von Kalium-Isotopen in mit Glaswolle, Baumwolle oder Glasperlen 
gefiillten Réhren, Aber auch auf die Probleme der EiweiBchemie wurden diese 
Verfahren angewendet. So trennte Collidge* Serum-Albumin und H-Globulin 
in mit Glaswolle gefiillten Saulen. Consden, Gordon und Martin® arbeiten 
bei Versuchen zur Trennung von EiweiBkérpern, Aminoséuren und Peptiden in 
Silicagel als Stabilisierungsmittel. In ahnlicher Arbeitsweise, jedoch in Agar-Gelen 
gelang Gordon, Keil und Sebesta® die Trennung von Proteingemischen. 
Butler und Stephen’ beschreiben eine Anordnung zur elektrophoretischen 
Trennung von Aminosiauren in horizontalen, mit Asbest gefiillten Saulen. Hag- 
lund und Tiselius® beschreiben eine Zonenelektrophorese in mit Glaspulver 


| gefiillten Réhren; die zunachst elektrophoretisch getrennten Fraktionen werden 


dabei durch Elution in einer aus der Verteilungschromatographie nach Moore 
und Stein® bekannten Arbeitsweise praparativ gewonnen. SchlieBlich sei noch 
auf die bekannten Elektrophoresemethoden auf Filtrierpapierstreifen hingewiesen!°. 


In einer kurz nach unserer ersten Mitteilung zum Druck gegebenen 
Arbeit haben Svensson und Brattsten™ iiber das gleiche Trenn- 
prinzip berichtet. Etwas spiiter ist von uns” eine experimentell besonders 
einfache Ausfihrung dieses Trennprinzips angegeben und an einer Reihe 
von Versuchsbeispielen aus dem Bereich der Aminosiure- und Protein- 
Trennung belegt worden, bei dem man die Fliissigkeit durch ein zwischen 
zwei Elektroden aufgespanntes Blatt Filtrierpapier hindurchsickern 


2 J. Kendall u. E. D. Crittenden, Proc. nat. Acad. Sci. USA 9, 75 [1923]. 
3 A. K. Brewer, S.L. Madorsky u. J. W. Westhaver, Science [New 
York] 104, 156 [1946]. 
4 °T. B. Collidge, J. biol. Chemistry 127, 551 [1939]. 
5 R. Consdon, A. H. Gordonu. A. J. P. Martin, Biochem. J. 40, 33 [1946]. 
6 A. H. Gordon, B. Keil u. K. Sebesta, Nature [London] 164, 498 [1949]. 
7 J.A.V. Butler u. J.M.L. Stephen, Nature [London] 160, 469 [1947]. 
8 H. Haglund u. A. Tiselius, Acta chem. scand. 4, 957 [1950]. 
® W.H. Stein u. 8S. Moore, J. biol. Chemistry 176, 337 [1948]. 
10 P, Kénig, Actas e trabelhos do Terceiro Congresso Sul-Americano de 


g Chimica, Rio de Janeiro e Sao Paulo 2, 334 [1937]; D. v. Klobusitzky u. P. K6- 
/ nig, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 192, 271 [1939]; 


E. L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 72, 2943 [1950]; F. Turbau. A. J. Enenkel, 
Naturwiss. 37, 93 [1950]; Th. Wieland u. E. Fischer, Naturwiss. 35, 29 [1948]; 
Licbigs Ann. Chem. 564, 152 [1949]; Th. Wieland, Angew. Chem. 60, 313 [1948]; 
W.GraBmann u. K. Hannig, Naturwiss. 37, 496 [1950]; W. GraBmann, 
K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 [1951]; W. GraBmann, 
Naturwiss. 38, 200 [1951]; W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]; 
H. D. Cremer u. A. Tiselius, Biochem. Z. 320, 273 [1950]; R. Weber, Helv. 
chim. Acta 84, 2031 [1951]. 

11 H. Svensson u. J. Brattsten, Ark. Kemi 1, Nr. 47, 401 [1949], ein- 


| gesandt am 14. September 1949. 


12 W.GraBmann u. K. Hannig, Naturwiss. 37, 397 [1950]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 292 3 
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laBt. Das gleiche Verfahren ist wesentlich spiter sowohl von Strain™ 


wie von Durrum®, offenbar ohne Kenntnis unserer vorhergehenden? 


Ver6ffentlichungen, nochmals in nur wenig abgeanderter Form in 
mehreren Mitteilungen beschrieben und zur Trennung von Aminosiuren, 
Proteinen, Farbstoffen und anorganischen Ionen verwendet worden. 


In gewissem Sinne kénnte als Vorlaiufer unserer Trennungsmethode eine 
Arbeitsweise betrachtet werden, iiber die Haugaard und Kroner” kurz berichtct 
haben. Das Verfahren dieser Autoren ist eine Kombination aus Papierchromato- 
graphie und Papierelektrophorese. Das zu trennende Substanzgemisch wird, wie 
dies in der Papierchromatographie iiblich ist, punktférmig auf ein Filtrierpapier- 
blatt aufgebracht, das sodann mit einem organischen Lésungsmittel in feuchter 
Kammer unter den tiblichen Bedingungen der Papierchromatographie, jedoch 
unter gleichzeitigem Anlegen eines elektrischen Feldes quer zur Stromungsrichtung 
der Fliissigkeit durchstré6mt wird. Die einzelnen Komponenten wandern dabei in 
senkrechter Richtung entsprechend ihren Rr-Werten und werden gleichzeitig in 


horizontaler Richtung entsprechend ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit ab- 


gelenkt. Eine kontinuierliche Trennung wird dabei nicht angestrebt, sie ist 


aber auch in der beschriebenen Anordnung, wie wir uns iiberzeugt haben und auch | 


theoretisch leicht verstandlich ist, nicht erreichbar. Lie2e man namlich das Sub- 


stanzgemisch statt es einmalig als Punkt auf cem Filtrierpapier aufzubringen, § 


kontinuierlich einstrémen, dann resultierte, da die elektrophoretische Beweglich- 
keit in der stehenden waBrigen und in der strémenden organischen Phase im all- 
gemeinen notwendigerweise verschieden sein wird, eine vollkommene Vermischung 
der Streifen, die eine Trennung praktisch unméglich macken wiirde. 

Auch von Strain’ ist in einer friiheren Mitteilung eine gleichfalls nicht 
kontinuierlich ‘arbeitende Kombination von Chromatographie und Elektrophorese 
in einer Rohranordnung beschrieben worden, die indessen weder mit unserem 
Prinzip noch mit der Arbeitsweise von Haugaard und Kroner” etwas zu tun 
hat; das elektrische Feld liegt dabei nicht quer zur Durchstrémungsrichtung, 
sondern parallel dazu. 

Gegentiber der elektrophoretischen Trennung auf Filtrierpapier- 
streifen bietet die hier beschriebene Methode den Vorteil, daB eine 
kontinuierliche, priparative Auftrennung méglich ist, ohne daB dabei 
die Streifen zerschnitten und gesondert eluiert werden miissen. 

Ein anderer mitunter recht wesentlicher Unterschied tritt dann in 
Erscheinung, wenn die Adsorption einzelner Komponenten auf dem 
Filtrierpapier eine Rolle spielt. Bei der iiblichen Elektrophorese auf 
Filtrierpapierstreifen wird bei allen adsorbierbaren Stoffen die Wande- 
rungsgeschwindigkeit durch Adsorption mehr oder weniger stark herab- 
gesetzt gegentiber derjenigen, die ohne Adsorption zu erwarten wire. 
Wegen des mcist g kriimmten Verlaufs der Adsorptionsisotherme 
kommt cs dab:i zu unscharfen und verwaschenen Riickfronten dcr 
Zonen (,,tailing‘‘), die einer scharfen Trennung hind:rlich sind. Bei 
der hier beschriebenen Trennanordnung in einem quer zu den elek- 
trischen Kraftlinien wandernden strémendem Medium dagegen iiber- 


13-H.H. Strain u. J.C. Sullivan, Analytic. Chem. 23, 816 [1951]; H. H. 
Strain, Analytic, Chem. 28, 25 [1951]; 24, 50, 356 [1952]; T. R. Sato, W. P. 
Norris u. H. H. Strain, Analytic. Chem. 24, 776 [1952]. 

44 E.L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 73, 4875 [1951]. 

1 G. Haugaard u. Th. D. Kroner, J. Amer. chem. Soc. 70, 2135 [1948]. 

16H. H. Strain, J. Amer. chem. Soc. 61, 1292 [1939]. 
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lagern sich elektrophoretische Beweglichkeit und Asorbierbarkeit 
» nicht, sondern sie treten getrennt in Erscheinung. Die Richtung der 
> Wanderung ist ausschlieBlich durch die Str6mung des Transportmit- 
tels und die elektrophoretische Beweglichkeit bestimmt, wahrend eine ad- 
sorptive Zuriickhaltung der Substanz sich in einer Verminderung ihrer 
Vorriickungs-Geschwindigkeit (vgl. dazu Abb. 13) bemerkbar macht, 
die dadurch zustandekommt, da8B jeweils nur der nicht adsorbierte An- 
teil der Substanz an der Wanderung teilnimmt. Innerhalb des schmalen 
Streifens, auf dem eine bestimmte Komponente vorriickt, wird dabei 
verhaltnismaBig bald eine Absattigung der Adsorptionszentren des 
Filtrierpapiers erreicht, so daB im stationiiren Zustand keine wesent- 
lichen St6rungen durch die Adsorption mehr zustandekommen. Unsere 
' Befunde bestatigen damit diejenigen von Weber!'®, der auf Grund 
-— einer mathematischen Diskussion der Adsorptions- und Diffusions- 
) verhiltnisse zu dem Ergebnis gelangt, daB der Trenneffekt bei unserer 
| kontinuierlichen Anordnung im Gegensatz zu Anordnungen mit statio- 
nirer Flissigkeitsphase durch Adsorption nicht beeinfluBt wird. 

Bei starker Adsorption scheinen allerdings auch bei unserer Me- 
thode die Streifen breiter zu werden und im Falle sehr weitgehend:r oder 
vollstindiger adsorptiver Festhaltung auf dem Filtrierpapier ist eine 
Trennung natiirlich unmdglich. Es gelingt indessen sehr haufig, durch 
geeignete Wahl der Bedingungen auch in solchen Fallen die Adsorption 
auf ein ertrigliches Ma herabzusetzen. 


Im folgenden soll tiber Einzelheiten der kontinuierlichen Trennung 
auf Filtrierpapier und deren Anwendung berichtet werden. Eine aus- 
fiihrliche Beschreibung der fiir priparative Trennungen gr6Beren Mab- 
| stabs bestimmten Apparatur!’ wird in einer in Kiirze folgenden Arbeit 
cebracht werden. 


I. Beschreibung der Apparatur* und der Arbeitsweise 
1. Grundaufbau 


Der Aufbau der Apparatur wird in Abb. | in der Gesamtansicht und in den 
Abb. 2a und 2b schematisch gezeigt. Die Vorrichtung besteht im wesentlichen aus 
einem Kunststoffrahmen R, der oben zur Aufnahme der Pufferlésung eine durch 
zwei Stege S in drei Teilkammern getrennte Pufferwanne W tragt und in dem mit 
Hilfe einer aufklappbaren Haltevorrichtung H, die gleichzeitig die Platinelek- 
troden P enthalt, ein Filtrierpapierbogen eingespannt werden kann. Die Elektroden 
werden vermittels der Wattewiilste Wi mit relativ rasch strémender Elektrolyt- 
lésung bespiilt (vgl. auch unten). Der Rahmen R& befindet sich herausnehmbar 
in einer mit Feuchtigkeit gesittigten Glaskiivette (innere AusmaBe: 35 x 29x 11cm), 
durch deren vordere Wandung das zu untersuchende Substanzgemisch mittels der 
Zufuhrvorrichtung (Abb. 3) von auBen zugefiihrt wird. Diese Anordnung wird 
zusammen mit drei Vorratsflaschen fiir die Elektrolytlosung von einem Gestell 
getragen. 22 Vorlageglaschen, die durch diinne Gummischlauche mit Auffang- 


164 R, Weber, Helv. chim. Acta, im Druck. 
17 W. GraBmann, Naturwiss. 38, 200 [1951]; vgl. dazu auch Anm. 1. 
* Die Apparatur wird durch die Firma Bender & Hobein, Miinchen, Lind- 
wurmstr. 71, in den Handel gebracht. 
3* 
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trichtern 7'r (Abb. 2) im Innern der Kiivette verbunden sind, nehmen die aus den 
Abtropfspitzen des Filtrierpapierbogens austretenden getrennten Lésungen der 7 
Komponenten auf. 4 

Neuerdings verwenden wir auch eine gréBere Ausfiihrung der Apparatur 
(ausgenutzte Trennflache etwa 48 cm breit und 28 cm hoch) von gleichem Aufbau 
mit z. Zt. 28 Auffangglischen. Diese Anordnung eignet sich besonders fiir weit- 

















Abb. 1. Trennapparatur, Gesamtansicht. a 


gehende Auftrennungen von Gemischen mit zahlreichen Einzelkomponenten. 


Ihre Verwendung zur Trennung von Aminosauren wird unten (S.48) an einem Ab 
Beispiel beschrieben. Erklar 
Die Verwendung einer feuchten Kammer, die auch Durrum™ empfiehlt. — H 
halten wir fiir zweckmaBiger als die Anordnung von Strain?%, bei der das durch- schlau 
strémte Filtrierpapierblatt zwischen zwei Glasplatten eingeklemmt wird. Bei der Elektr 


letzteren Anordnung kénnen sich in dem Bereich zwischen Glasflache und Filtrier- 
papierblatt leicht andere Strémungs- bzw. elektrophoretische Wanderungsver- 
haltnisse einstellen als im Inneren des Blattes, was zu einer Verwischung der 
Wanderungszonen fiihrt. 
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Abb. 2. Trennapparatur, schematisch, a) Frontansicht, b) Schnitt, Seite 
Erklirung der Zeichen: R — Kunststoffrahmen, W = Pufferwanne, S = Stege, 
H = Haltevorrichtung, P — Platinclektroden, Wi = Wattewiilste, Sch = Gummi- 
schliuche, B= Stromzufiihrbuchsen, Gl — Glasstab, 7’ = Auffangtrichter der 
Elektrodenspiilung, Zr — Auffangtrichter fiir die getrennten Komponenten, 
Sy — AbfluBsvyphon, @ = dicht schlieBender Glasdeckel. 
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2. Durchfiihrung des Versuches 
Kin Bogen Filtrierpapier wird, wie in Abb. 4 gezeigt, zugeschnitten. 
In die beiden etwa 6 cm breiten Lingsseiten wird ein etwa 1,3 cm breiter 
Wattestreifen eingerollt, so da& Wiilste entstehen, an denen der Bogen 
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Abb. 3. Zufiihrvorrichtung fiir das zu trennende Substanzgemisch 
(Erklarung siehe Text). 
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Abb. 4. Filtrierpapierbogen 


durch die aufklappbare Haltevorrichtung H (Abb. 2) mit den Platin- 
elektroden P auf den aus der Kiivette herausgenommenen Rahmen R 
gespannt werden kann. Der obere Teil des Filtrierpapiers wird tiber den 
Glasstab G7 in die mittlere Teilkammer der Pufferwanne W’, die beiden 
oberen Enden der Wattewiilste Wii in die linke und rechte Teilkammer 
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getiihrt. Der so vorbereitete Rahmen R wird nun in die Kiivette ein- 
gebracht. 

Die 3 Teilkammern der Wanne Ji’ werden mit dem gleichen Puffer 
gefiillt. Durch die von dem Wattestreifen gebildeten Wiilste flieBt die 
Pufferlésung in bedeutend schnellerer Str6mung als in dem etwa 22 cm 
breiten Mittelteil des Filtrierpapiers. Durch diese in der Anordnung 
von Strain’ und Durrum"™ fehlénde MaBnahme erreicht man ein 
verhaltnismaBig schnelles Abstr6men der an den Elektroden gebildeten 
Elektrolysenprodukt2 und somit weitgehend konstante py-Verhialtnisse 
im mittleren eigentlichen Trenngebiet (vgl. unten S. 44). 

Das Nachfiillen der Pufferlésung in die drei Kammerteile der Wanne 
li erfolgt selbstiéndig durch 3 Mariottesche Flaschen von 2/ Inhalt. 
Die Geschwindigkeit der Str6mung durch die Wattestreifen ist so be- 


| messen, da8 innerhalb von 15—24 Stdn. etwa 2 / Pufferlésung hindurch- 


flieBen. Die aus den Filtrierpapierspitzen austretende Lésung wird durch 
die Auffangtrichter 77, die durch Gummischlauche Sch mit den Auffang- 
glischen verbunden sind, gesammelt. 

Fir die Zufiihrung des zu trennenden Substanzgemisches dient 


_ die in Abb. 3 gezeigte Vorrichtung. Das zu trennende Gemisch, das 
» moglichst frei von Fremdsalzen sein soll, befindet sich in dem Behilter V, 


der durch ein Kapillarrohr mit einem kleinen rechteckigen GefaiB R ver- 
bunden ist. In dieses kleine GefiB R, wird, wie in der Abb. 3 ersichtlich, 
ein Filtrierpapierdocht eingelegt, der das zu trennende Substanzgemisch 


| nachsaugt und dem Filtrierpapierbogen gleichmafig zufiihrt. Die Zulauf- 


geschwindigkeit kann leicht dadurch geregelt werden, daB man mehr 
oder weniger stark saugende Filtrierpapierdochte verwendet, oder aber 


die Dochte entsprechend schmialer oder breiter schneidet. 


Je nach der zu erwartenden Wanderung der einzelnen Komponenten 
kann diese Zufithrvorrichtung in eine der vorderen Kiivettendffnungen 


» O (Abb. 2) eingefithrt werden. Fiir die Trennung ausschlieBlich anodisch 


wandernder Stoffgemische wihlt man die Offnung in Kathodennihe, 
fiir die Trennung kathodisch wandernder Stoffe in Anodennahe und fir 
die Trennung sowohl anodisch wie kathodischer Stoffe die in der Mitte 
gelegene Offnung. 

Die so beschickte Apparatur erlaubt nun die selbstandige und 
kontinuierliche Trennung iiber beliebig lange Zeit, wobei sich die 
Uberwachung lediglich auf gelegentliches Nachfiillen bzw. Entnehmen 


der Versuchslésungen beschréinken kann. 


II. Methodische Einzelheiten 


Scharfe und reproduzierbare Trennungen kénnen nur dann erreicht 
werden, wenn alle Faktoren, die fiir die elektrophoretische Aklenkung 
maBgebend sind, waihrend der gesamten Versuchsdauer vollkommen 
konstant gehalten werden. Es ist dabei von untergeordneter Bedeutung, 
da8 in allen Punkten der Trennregion vollig gleiche Verhialtnisse hin- 
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sichtlich Strémungsrichtung und -Geschwindigkeit der Pufferlésung, 
Verlauf der elektrischen Feldlinien sowie Konzentration der Elektrolyt- 
lésung herrschen; wesentlich aber ist, daB der sich ausbildende Zustand 
auch tiber lange Zeit véllig konstant bleibt. Dies kann auch in der hier 
beschriebenen einfachen Anordnung in grofer Annaherung erreicht 
werden. Im folgenden sollen die fiir die elektrophoretische Trennung 
maBgebenden Faktoren im einzelnen diskutiert werden. 


1. Das Stroémen der Pufferlésung 


Im Gegensatz zu der nach dem gleichen Prinzip arbeitenden groBen 
Trennapparatur! 1’, die eine willkiirliche Einstellung der Strémungs- 
geschwindigkeit erlaubt, ist hier die Strémungsgeschwindigkeit im 
wesentlichen durch die Sauggeschwindigkeit des verwendeten Filtrier- 
papiers gegeben. Um in allen Teilen der Trennregion gleiche Stro6mungs- 
verhaltnisse herzustellen, miissen selbstverstandlich Papiere Verwendung 
finden, die an allen Stellen eine gleichmaBige Struktur und gleiche Dicke 
aufweisen. Dieser Anforderung geniigen die meisten der in der Papier- 
chromatographie tiblichen Papiere. Im iibrigen richtet sich die Wahl des 
Papieres nach der Art der zur Trennung verwendeten Substanzgemische 
und nach der gewiinschten Auftrennung. 

Rasch saugende Papiere ergeben hdhere Stromungsgeschwindigkeit 
und héheren Durchsatz, aber bei gegebener Feldstirke geringere Auf- 
trennungen. Sie eignen sich also besonders, wenn es sich um die grobe 
Auftrennung von Komponenten mit stark unterschiedlicher elektro- 
phoretischer Beweglichkeit handelt. Umgekehrt wird man langsamer 
saugende Papiere dann anwenden, wenn eine besonders weitgehende 
Trennung angestrebt wird und wenn sich die Komponenten in ihrer 
elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit nur wenig  unter- 
scheiden. Zur Erzielung einer méglichst groBen Durchsatzleistung wird 
man bestrebt sein, méglichst dicke Papiere zu verwenden, die allerdings 
einen gréBeren Stromdurchgang bedingen und dementsprechend stirkere 
Erwarmung verursachen, was sich u. U. bei der Trennung empfindlicher 
Substanzen (Proteine, Fermente) stérend auswirkt. 

Selbstverstindlich gibt es, wenn besonders weitgehende Trennungen er- 
wiinscht sind, noch verschiedene zusitzliche Méglichkeiten, um die Strémungs- 
geschwindigkeiten weiter herabzusetzen. So hat Durrum™ vorgeschlagen, auch 
den oberen Teil des Trennpapiers in Zacken auszuschneiden und durch mehr 
oder weniger tiefes Eintauchenlassen in den Elektrolyten die DurchfluBgeschwin- 
digkeit zu regeln. Im allgemeinen wird man jedoch derartige Vorkehrungen kaum 
anwenden miissen, da im Handel eine gréfere Anzahl an Chromatographiepapieren 
mit unterschiedlicher Sauggeschwindigkeit zur Verfiigung stehen. 


In Tab. 1 sind fiir einige Filtrierpapiere die Durchlaufzeiten sowie 
die Durchsatzmenge von Pufferlésung angegeben. In der letzten Spalte 
der Tabelle ist die Stiirke des durchgehenden Stromes aufgefiihrt, di 
i é st die Stiirke des durchgehenden Stromes aufgefiihrt, die 
sich nach Anlegen einer Spannung von 150 Volt bei Durchsatz von 
m/10-Acetatpuffer, py 5,3, ergibt. 
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Tab. 1. Vergleich verschiedener Filtrierpapiere. 
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Um die GleichmaiBigkeit der Strémungsrichtung des Puffers inner- 
halb der Trennregion zu kontrollieren, laBt man einen Farbstoff (z. B. 
Bromphenolblau) ohne Anlegen einer Spannung an verschiedenen Stellen, 
in der Mitte und an den beiden Rindern, in die Trennfliche eintreten. 
Der Farbstoff soll sich dann in drei parallelen und senkrechten Streifen 
nach abwirts bewegen. Nicht selten, namentlich bei Verwendung lang- 
sam saugender Filtrierpapiere findet man indessen die beiden seitlichen 
Farbstoffstreifen etwas nach den Elektroden zu abgelenkt, was darauf 
beruht, daB ein Teil der Pufferlésung aus der Trennregion in die Watte- 
wiilste abgesaugt wird. Bei der elektrophoretischen Trennung werden 
in diesem Fall die Wanderungswege der Komponenten nicht vollig 
geradlinig sein, sondern nach den Elektrodenriindern hin etwas gekriimmt 
ausfallen, was eine Beurteilung der elektrophoretischen Beweglichkeit, 
jedoch kaum die elektrophoretische Trennung selbst erschwert. Man 
kann diese UnregelmiBigkeit sehr weitgehend vermeiden, wenn man 
die Wattewiilste am oberen Ende verstirkt, so da geniigend Puffer- 
lésung nachgesaugt werden kann; auBerdem empfiehlt es sich, zwischen 
Filtrierpapier und Wattewulst einen Cellophanstreifen (Dialysier- 
schlauch) einzulegen, der ein freies Abstr6men von Puffer aus der Trenn- 
region zu den Wattestreifen erschwert. 

Bei Anlegung des Feldes iiberlagert sich in der senkrechten Stré- 
mungsrichtung der Fliissigkeit die elektro-osmotische Strémung, die 
dadurch zustandekommt, da das Filtrierpapier gegeniiber der str6men- 
den Flissigkeit ein (meist negatives) Grenzfliichenpotential aufweist. 
Der elektro-osmotische Effekt, den man leicht unter Verwendung un- 
geladener Farbstoffe sichtbar machen und kontrollieren kann, pewirkt, 
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daB die Flissigkeit nicht vollkommen senkrecht, sondern etwas schrig, 
meist etwas nach der Kathode zu strémt. Bei allen von uns verwendeten 
Filtrierpapieren hat sich der Effekt als gering und kaum storend er- 
wiesen. 
2. Das elektrische Feld 

Abb. 5 zeigt den von uns gemessenen Verlauf der Aquipotential- 
und Feldlinien beim Stromdurchgang unter den Versuchsbedingungen 
(Klemmenspannung 160 Volt, Feldstiirke etwa 7 Volt pro cm). Man er- 
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Abb. 5. Verlauf der Aquipotential- und Feldlinien in der Trennflache. 
_ ££ = Eintrittsstelle des Substanzgemisches. 
— — — Aquipotentiallinien von 20 zu 20 Volt; — Feldlinien. 


kennt daraus, daB etwa vom Ende des oberen Drittels ein weitgehend 
homogenes Feld vorliegt ; in dem oberen Drittel erfolgt eine Ablenkung 
der Kraftlinien, die dadurch bedingt ist, daB ein Teil des Stromtrans- 
portes durch die Pufferwanne erfolgt. Um diesen Effekt méglichst gering 
zu halten, soll der Fliissigkeitsstand in der Wanne méglichst niedrig 
gehalten werden; da er sich wihrend der Dauer des Versuches nicht 
andert, wird auch der Feldlinienverlauf gleichbleiben. Praktisch werden 
fiir die Trennungen nur die zwei unteren Drittel des Filtrierpapierblattes 
ausgenutzt. Die von uns friiher angegebene Zufiithrung™ fiir das zu 
trennende Gemisch, wobei von oben her ein mehrere Zentimeter langer 
und etwa 1 mm breiter Streifen des Papieres eingeschnitten, nach 
riickwirts gebogen und als Docht verwendet wird, fiihrt, wie man 
leicht einsieht, zu einer wesentlich stirkeren Verzerrung des Kraft- 
linienverlaufs. 
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Die Feldstirke mu’ wihrend des Versuchs in engen Grenzen un- 
veriindert bleiben ; Netzschwankungen fiihren ebenso wie selbstverstand- 
lich auch jede etwaige Anderung der Strémungsgeschwindigkeit zu 
Anderungen der Wanderungsrichtung und damit zu einer Verbreite- 
rung der einzelnen Zonen und zu einer Verschiebung ihrer Austritts- 
stellen. Es ist deshalb zweckmaBig, als Stromquelle einen auf +-2%% 
stabilisierten Gleichrichter zu verwenden. Unter dieser Voraussetzung 
lift sich unschwer erreichen, daB die einzelnen Komponenten auch bei 
langer Versuchsdauer — die langsten von uns durchgefiihrten Versuche 
erstreckten sich tiber 12 Tage — vom Beginn bis zum Ende in das gleiche 
Glischen gelangen. 

Bei gleichbleibender Durchlaufgeschwindigkeit der Pufferlésung 
kann man den Trenneffekt durch Erhéhen der Feldstiirke in weiten 
Grenzen steigern. Dabei ist allerdings die erhdhte Warmeentwicklung 
zu beachten; sie hingt auBer von der Feldstiarke sehr erheblich auch von 

der gewihlten Pufferlésung (siehe unten) ab. ZweckmaBigerweise sind 
| Stromstirke und Strémungsgeschwindigkeit so zu wahlen, daB fiir die 
Zerlegung eines Gemisches der gesamte Trennraum ausgenutzt wird. 
Gegebenenfalls kann man dabei besonders rasch wandernde Kompo- 
nenten, auf deren Isolierung nicht Wert gelegt wird, auch nach den 
Elektroden hin abstrémen lassen. Normalerweise arbeiten wir bei der 
kleineren Ausfiihrung der Apparatur (Trennflaiche 230200 mm) mit 
einer Klemmenspannung von 100—300 Volt, wobei ein Stromdurchgang 
von 20 mA nicht tiberschritten werden soll, bei der groBen Apparatur 
mit Klemmenspannungen bis zu 1000 Volt (Feldstirke etwa 20 Volt/em). 


3. Pufferlésung, py und Leitfaihigkeit 


Im Prinzip kénnen simtliche fiir die einzelnen py-Bereiche tblichen 
Pufferzusammenstellungen verwendet werden. Die Ionenstirke der 
Pufferlésung soll dabei nicht unter derjenigen der zu trennenden Lésung 
| gelegen sein. Andernfalls wird die Trennung beeintrichtigt, wobei die 
wandernden Streifen zwar scharfe Fronten, aber undeutliche, sich aus- 
breitende Riickseiten zeigen (vgl. dazu Anm. 11). Andererseits wird 
man, um eine unnétige Erhéhung der Leitfiihigkeit und des Strom- 
durchgangs und die dadurch bedingte Erwirmung zu vermeiden, die 
Pufferkonzentration nicht zu hoch wihlen und solche Puffermischungen 
bevorzugen, deren Komponenten eine geringe lonenbeweglichkeit auf- 
weisen. Wir verwenden vorzugsweise Pufferlésungen mit einer Ionenstarke 
zwischen 0,1 und 0,025, und bei der letzteren kann dann die Feld- 
stiirke bis auf 20 Volt/em gesteigert werden, ohne daB die Erwarmung 
zu hoch wird. 

Im iibrigen kann eine Verdunstung von Lésungsmitteln bei der vor- 
liegenden Anordnung auch in vollkommen feuchtigkeitsgesattigter 
Atmosphire ebensowenig vollstindig vermieden werden, wie bei der 
iiblichen Elektrophorese auf Filtrierpapierstreifen, weil das Fitrierpapier 
wegen des Stromdurchgangs immer etwas warmer sein wird als seine 
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Umgebung:*". Da jedoch im vorliegenden Fall stiindig neue Elektrolyt- 
losung in die Trennregion zuwandert, stellt sich bald ein stationarer 
Gleichgewichtszustand und eine gleichbleibende Stromstirke ein. Bei 
Verwendung eines fliichtigen Lésungsmittels und nichtfliichtiger Puffer- 
substanzen wird dabei die Pufferkonzentration im oberen Teil der Trenn- 
region geringer sein als unten; es kann sogar im unteren Teil der Grenz- 
fliche zu einem Auskristallisieren von Puffersalzen kommen, wenn von 
vornherein die Konzentration der Pufferlésung zu groB und der Strom- 
durchgang zu hoch ist. Das Umgekehrte gilt fiir Elektrolytlésungen, bei 
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Abb. 6. Anstieg der Leitfahigkeit bei verschiedenen Puffergemischen. 

Kurve I: m/40-Citratpuffer, pq 2,4; Feldstiirke: 20 Volt/em; 

Kurve II: 1-n.Essigsiure, py 2,4; Feldstirke: 20 Volt/em; 

Kurve III: Veronal-Veronal-Na-Puffer, « = 0,066, py 8,6; 

Feldstarke: 8 Volt/cm. 

denen leicht fliichtige organische Siiuren, z. B. Essigsiiure, verwendet 
werden (vgl. Anm. 14). In diesem Fall kénnen sehr hohe Feldstiarken 
Anwendung finden, ohne da8 eine Konzentrierung des Elektrolyten 
und ein Anstieg des Stromdurchgangs zu befiirchten ist. 

So kommt es bei Verwendung von Citratpuffer bei hohen Feld- 
stirken zu einem erheblichen Anstieg der Leitfihigkeit und schlieBlich 
zum Auskristallisieren des Puff.rs, wihrend Essigsiure selbst in relativ 
hoher Anfangskonzentration einen wesentlich geringeren und konstant 
bleibenden Stromdurchgang ergibt (Abb. 6). 

Da durch das schnellere Strémen der Pufferlésung an den Elektroden 
die Elektrolysenprodukte verhiltnismiBig rasch abgefiihrt werden, hat 
man innerhalb der gesamten Trennregion praktisch konstante py-Ver- 
hiltnisse (+0,1 py). Lediglich bei der Verwendung alkalischer Borat- 
gemische (py 9,8 bzw. 10,4) ergaben sich geringfiigige Differenzen; die 
Differenz zwischen Anoden- und Kathodenseite fanden wir hier zu 
0,4 p,,-Einheiten. 


174 Vol, dazu uns.re Bemerkung zu der Veréffentlichung von C. v. Holt, 


K. D. Voigt u. K. Gaede, Bicchem. Z. 823, 345 [1952], Biochem. Z., im Druck. 
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III. Beispiele 
1. Auftrennung der Serumproteine 

Die Brauchbarkeit der Methode fiir eine kleinpriiparative Auf- 
trennung von Proteingemischen haben wir zuniichst am Blutserum 
gepriift. Dabei wurde die Ausbeute der einzelnen Fraktionen ermittelt 
und jede einzelne von ihnen durch Elektrophorese auf Filtrierpapier- 
streifen'® auf ihre Wanderungsgeschwindigkeit und elektrophoretische 
Einheitlichkeit untersucht. 

4 ccm Serum einer gesunden Versuchsperson mit einem GesamteiweiSgehalt 
von 7,1% wurden zunachst 24 Stdn. gegen einen Veronal-Veronalnatrium-Puffer 
von py 8,6 und der Ionenstirke 0,066 bei 2° dialysiert. Die Trennung erfolgte unter 
Verwendung der gleichen Pufferlésung auf Filtrierpapier Schleicher & Schiill 2040b, 
Trennflache 23 22cm, Spannung 170 Volt, Stromdurchgang nach Einstellung 
des Gleichgewichtes (2 Stdn.) 11 mA. Die Serumlésung, der zur Sichtbarmachung 
der Albuminfraktion eine Spur Bromphenolblau zugesetzt war18, wurde durch 
die mittlere Offnung der Kiivettenwand mittels eines etwa 1 mm breiten Dochtes 
aus Filtrierpapier zugeftihrt. 3cem dieser Serumlésung (entspr. etwa 200 mg 
Protein) konnten so innerhalb von 73 Stdn. getrennt werden. Wahrend des ge- 
samten Versuchs gelangte die durch Bromphenolblau sichtbar gemachte Albumin- 
fraktion zum groBten Teil in das Glischen 4 und in wesentlich geringerer Menge 
auch in Glaschen 3. 

Abb. 7a* zeigt den Verlauf der Wanderungswege der einzelnen 
Komponenten, die nach dem Trocknen durch Anfiirben mit Amido- 
schwarz 10 B sichtbar gemacht waren. Zur Berechnung der quantitativen 
Ausbeuten wurde mit aliquoten Teilen der aufgefangenen Lésungen 
nach Fallung mit Trichloressigsiure der Proteinstickstoff nach Kjeldahl 
bestimmt. Das Ergebnis ist in Abb. 7b graphisch dargestellt. Die Be- 
stimmungen ergaben ferner, dai die Ausbeute etwa 90° der eingesetzten 
Menge, bezogen auf Protein, betrug. Der durch Riicksténde in den Auf- 
fangglischen und Entnahmeschliuchen entstandene Verlust wire durch 
lingeres Nachspiilen vermeidbar gewesen; dabei werden jedoch die 
Proteinl6sungen unndotig stark verdiinnt. 

Mit einem anderen Teil der aufgefangenen Loésungen wurden die 
einzelnen Fraktionen, nachdem sie durch Ultrafiltration auf einen 
KiweiBgehalt bis zu 5°, eingeengt waren, papierelektrophoretisch nach 
unserem Verfahren?® auf ihre Einheitlichkeit untersucht. Die mit dem 
Inhalt der einzelnen Glaschen erhaltenen Elektrophoresekurven sind in 
Abb. 8 zusammengefaBt; der OrdinatenmaBstab ist dabei im Hinblick 
auf den sehr unterschiedlichen EiweiBgehalt der einzelnen Fraktionen 
(vgl. Abb. 7b) und das verschiedene Ausmaf der Einengung bei der 
Ultrafiltration willkirlich. Um trotz der durch elektro-osmotische- und 
Konvektionsstromungen bedingten Unsicherheit (vgl. dazu Anm. 19) 
eine fiir diesen Zweck hinlinglich genaue Ermittlung des Wanderungs- 
weges zu erméglichen, wurde allen Proben 0,5% Glucose zugefiigt. Nach 
18H. Bennhold, H. Ott u. M. Wiech, Dtsch. med. Wschr. 75, 11 [1950]. 
19 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 

* Abb. 7a u. b, s. Tafel S. 48a. 
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Durchfiihrung der Elektrophorese wurde zunachst durch Entwicklung 
mit Anilinphthalat die elektrisch nicht gewanderte Glucose sichtbar 
gemacht und dann die Proteinkomponente mit Amidoschwarz 10 B 
angefarbt. Die in der Abb. 8 wiedergegebenen Wanderungsstrecken 


Naturv 
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sind auf das photometrisch ermittelte Maximum der Glucosefirbung 
als Ausgangspunkt bezogen. 

Wie Abb. 8 zeigt, enthalten die vereinigten Glischen 3 und 4 reines 
Albumin, Glischen 5 ein Gemisch von Albumin und «,-Globulin, Glis- 
chen 6 praktisch reines «,-Globulin; in Glaschen 7 befindet sich ein Ge- 
misch der Globuline «, und «, und in den Glaschen 8 und 9 weitgehend 
einheitliches 6-Globulin. Glischen 10 und 11 enthalten kleine Mengen 
einer Zwischenfraktion, von denen zumindest die in 10 befindliche nach 
ihrer Wanderungsgeschwindigkeit offenbar weder dem f- noch dem y- 
Globulin zugeordnet werden kann und mit der in der Literatur2° ver- 
schiedentlich mit ,,t‘‘ bezeichneten Komponente zu identifizieren sein 
diirfte. Die y-Komponente befindet sich in den Glaschen 12—14, wo- 
bei die von 12 zu 14 abnehmende Wanderungsgeschwindigkeit die seit 
langem bekannte Uneinheitlichkeit dieser Fraktion bestitigt. 

Die vor dem Albumin herwandernde und als ,,Praalbumin™ bezeichnete 
KiweiBkomponente, die man als regelmaBigen Bestandteil des Liquor cereprospinalis 
aufgefunden?!, im Serum aber bisher stets vermiBt hat, haben wir mit der hier 
beschriebenen Methode bei einer Anzahl von Seren als eine mit Amidoschwarz 
10 B eben noch erkennbare Fraktion angetroffen. Versuche zur Anreicherung 
dieser Fraktion haben wir in Aussicht genommen. : 

Der Versuch zeigt, da man mit dieser Methode in der Lage ist, 
die Serumproteine kleinpriparativ zu isolieren. Wir haben ahnliche 
Serumtrennungen auch schon tiber 12 Tage ununterbrochen laufen 
lassen und fanden stets die gleichen Komponenten in den entsprechenden 


Auffangglischen wieder. Legt man keinen Wert auf besonders scharfe 
Fraktionierung, so kann man ohne weiteres mit schneller saugenden 
Filtrierpapierbogen (z. B. Schleicher & Schiill 2040a) arbeiten und so 
eine groBere Menge Serum (etwa 200 mg Protein pro Tag) durchsetzen. 
In diesem Fall wird das y-Globulin noch gut von den anderen Kom- 


/ 
ponenten getrennt. 

Eine Reihe in der gleichen Arbeitsweise ausgefiihrter Trennungen 
an anderen proteinartigen Substanzen, z.B. an den Fermenten der 
Magenschleimhaut sowie an den Toxinen und Fermentbestandteilen 
tierischer Gifte, beschreiben wir an anderer Stelle. 


2. Trennung von Aminosauren 


In zwei vorhergehenden Mitteilungen’? !” haben wir bereits tber 
einzelne Trennungen von Aminosiuren nach der hier beschriebenen 
Methode berichtet. In den mitgeteilten Beispielen handelte es sich dabei 
um Zerlegungen von Mischungen aus je zwei oder drei und in einem Fall 
um die (unvollstindige) Zerlegung eines Gemisches aus fiinf Amino- 
siuren. Im folgenden zeigen wir, z. Tl. in Bestaétigung der inzwischen 
von Durrum™ mit unserer Methode erhaltenen Ergebnisse, daB es 


20 E. Wiedemann, Scientia pharmac. 17, 45 [1945]. 
21 Th. Biicher, D. Matzelt u. D. Pette, Klin. Wschr. 30, 325 
Naturwiss. 39, 114 [1952]; Kolloid-Z. 128, 113-[1952]. 
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gelingt, auch wesentlich kompliziertere Gemische vollstindig oder so 
gut wie vollstindig zu zerlegen und sogar eine systematische Tren- 
nung simtlicher Aminosiiuren in unserer Anordnung durchzufihren. 


a) Gruppentrennung 

Eine Gruppentrennung der Aminosiiuren gelingt am besten bei 
Py 3,9 bei Gegenwart von Acetatpuffer. Unter diesen Bedingungen 
wandern, wie der mit einer Mischung aus 15 Aminosiiuren durchgefiihrte 
Versuch der Abb. 9a* zeigt, Glutaminsiure und Asparaginsiéure voll- 
kommen voneinander getrennt anodisch, wihrend die simtlichen unter- 
suchten neutralen Aminosiuren (Glykokoll, Alanin, Valin, Leucin, 
Serin, Threonin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Oxyprolin) ungetrennt 
in einer relativ schmalen ganz schwach kathodisch wandernden Mittel- 
zone verbleiben. Arginin, Histidin und Lysin wandern, scharf von den 
anderen getrennt, als kaum differenzierter Streifen nach der Kathoden- 
seite. : 
b) Trennung der neutralen Aminosiiuren 

Die Trennung der neutralen Aminosiiuren, die am besten bei p, 2,4 
vorgenommen wird (l-n.Essigsiiure, vgl. dazu Anm. 14) zeigen an 
einem Beispiel, Abb. 9b u. Tab. 2. Der Versuch wurde mit 10 neutralen 
Aminosiuren (Glykokoll, Alanin, Valin, Leucin, Serin, Threonin, Me- 
thionin, Phenylalanin, Prolin, Oxyprolin) durchgefiihrt; das Original- 
trennbild ]é8t mit voller Sicherheit 7 Komponenten erkennen. In der 
photographischen Wiedergabe konnten die schwachen gelben Anfiar- 
bungen von Prolin und Oxyprolin (Glaischen 14 und 16) nicht sichtbar 


gemacht werden — sie wurden in der Abbildung mit schwachen Bleistift- 


Tab. 2. Elektrophoretische Trennung der neutralen Aminosauren. 
Papierchromatographische Untersuchung der einzelnen Glischen (vgl. Abb. 9b). 
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* Abb. 9—12, s. Tafeln S. 48b, cu. d. 
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Abb. 7. Trennung der Serumproteine. 


Abb. 7b 


a) Verlauf der Wanderungswege, sichtbar 


gemacht mit Amidoschwarz 10 B, b) Quantitative Ausbeuten. 
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Abb. 9. Trennung von Aminosauren, 


a) Gruppentrennung der sauren, basischen und neutralen Aminosaéuren. 
{Acetatpuffer, py 3,9, m/20, Trennfliche 23 22 cm, Schleicher & Schiill 2040b, 
370 Volt, 10 mA, Anfarbung mit Ninhydrin.) 
a — Asparaginsiure, b = Glutaminsiure, c — Mischung von zehn neutralen 
Aminosauren, d = Mischung von drei basischen Aminosauren. 
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b) Trennung der neutralen Aminosauren. 
(1-n.Essigsiure. Trennfliche 48x28 cm. Schleicher & Schiill 2040b, 700 Volt, 
13mA.) (Vgl. Tab. 2.) 
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Abb. 9c 
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c) Trennung der basischen Aminosauren. 
(Boratpuffer py 10,5, m/25, Trennfliche 23x 22 em, Schleicher & Schiill 2040b, 
140 Volt, 10mA.) I. Histidin, II. Lysin, II. Arginin. 


+ 


ie oa, 2 ae a 


Iv_ Ill II I 
Abb. 10a Abb. 10b 
Abb. 10. Trennung von Peptiden. 

a) Trennung von Glykokoll I, Glycyl-glycin III und Di-glycyl-glycin II. 
1-n.Essigsdure, py 2,4, 160 Volt, 4 mA, Trennflache 23 x 22 cm, Schleicher & Schiill 
2040b, Anfarbung mit Ninhydrin. 

b) Trennung von /-Leucyl-l-tyrosin I, d,l-Leucyl-glycyl-glycin II, Glykokoll 
III, Di-glycyl-glycin IV. 1-n.Essigsiure, pq 2,4, 160 Volt, 4 mA, Trennfliche 
23 22 cm, Schleicher & Schiill 2040b. 
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strichen angedeutet —, auch ist die an der Farbnuance erkennbare 
Differenzierung des Phenylalanins (Glischen 13) von Threonin und 
Methionin in der Wiedergabe nicht deutlich. Tab. 2 gibt die in den 
einzelnen Glaschen papierchromatographisch identifizierten Amino- 
siuren an. Ohne Zweifel wire durch eine weitere Aufteilung der Ent- 
nahmestellen das Trennungsergebnis noch zu verbessern gewesen, da 
die auf dem Blatt erkennbaren Trennungen weitgehender sind als sie 
in den einzelnen Glischen (insbesondere Glischen 9—12) gefunden 
wurden. 

Die Wanderungsgeschwindigkeit sinkt erwartungsgeméB in der 
Rcihenfolge Glykokoll > Alanin > Valin > Leucin > Phenylalanin. Die 
Liicke, in der die Aminobuttersiure liegen wiirde, ist dabei sehr deutlich 
erkennbar (Gliischen 7—8). Die Iminoséuren Prolin und Oxyprolin 
wandern langsamer als die eigentlichen Aminosiuren. Bemerkenswert 
ist die unter den angehaltenen Bedingungen recht geringe Wanderungs- 
geschwindigkeit der Oxyaminosiuren. Die OH-Gruppe setzt offenbar 
wegen ihrer starken Hydratisierung in allen Fallen die Wanderungs- 
geschwindigkeit erheblich herab; so wandert Serin langsamer als Alanin, 
Threonin langsamer als Valin und Oxyprolin langsamer als Prolin. 

Im alkalischen Gebiet (pg 11,3) gelingt die Trennung der neu- 
tralen Aminosiuren weniger gut. 


c) Trennung der basischen Aminosiuren 

Die Trennung der Aminosiéuren Lysin und Histidin bzw. Arginin 
und Histidin bei p, 6,8 bzw. 7,4 ist von uns schon in einer friiheren Mit- 
teilung!? kurz beschrieben worden. Die etwas schwierigere Trennung 
der drei basischen Aminosiuren in einem Arbeitsgang lit sich nur 
bei genauer Einhaltung ganz bestimmter py-Verhiltnisse im Alkalischen 
vollstindig durchfithren. Im gesamten Bereich zwischen py 7,5 und 
py 11 wandert Histidin anodisch, Arginin kathodisch. Lysin wandert 
oberhalb von py 10,4 anodisch, d. h. praktisch mit dem Histidin, unter- 
halb dieses py, wandert es kathodisch, d. h. mit dem Arginin. Bei 
py 10,4 liegt das Lysin deutlich abgesetzt zwischen den beiden an- 
deren basischen Aminosiiuren (Abb. 9c). 


3. Trennung von Peptiden 

Die Trennung von Peptiden veranschaulicht Abb. 10a an dem 
Gemisch Glykokoll, Glycyl-glycin und Di-glycyl-glycin (Elektrolyt: 
1-n.Essigsiiure, py 2,4; 160 Volt), Abb. 10b an dem Gemisch /-Leucyl-!- 
tyrosin, d,/-Leucyl-glycyl-glycin, Glykokoll, Di-glycyl-glycin. 

Auffallenderweise zeigt Glykokoll eine geringere Wanderungs- 
geschwindigkeit als Glycyl-glycin, wihrend Di-glycyl-glycin zwischen 
der Aminosiure und dem Tripeptid liegt. Dieser zunachst iiberraschende 
Befund, der nur fiir die hier eingehaltenen p,-Bedingungen gilt, erklart 
sich zwanglos aus den unterschiedlichen Dissoziationskonstanten. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f, physiol. Chemie. 292 4 
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Px«coon) fiir Glykokoll betraigt 2,35°°, fiir Glyeyl-glycin (und Di- f 


glycyl-glycin) 3,14?3. Unter den Bedingungen des Versuches lieg2n also 
Glykokoll nur zu ungefaihr 50%, Glycyl-glycin und Di-glycyl-glycin 
aber zu etwa 80° in kationischer Form vor. In n/10-HCl, wobei das 
Glykokoll wie auch die beiden Peptide als Kationen vorliegen, filit, 
wie wir uns tiberzeugt haben, die Wanderungsgeschwindigkeit in der 
Reihenfolge Glykokoll, Glycyl-glycin, Di-glycyl-glycin ab; die Unter- 
schiede der beobachteten Wanderungsgeschwindigkeiten sind jedoch 


dann wesentlich geringer. Der Versuch zeigt, daB fiir die Trennung sehr 


haufig nicht nur Unterschiede der Ionenbeweglichkeit, sondern auch 
solche der Dissoziationskonstanten ausgenutzt werden kénnen. 

Die elektrophoretische Auftrennung eines Abbaugemisches, das 
durch Aufspaltung von Kollagen mittels krist. Trypsins gewonnen war, 
zeigt Abb. 11. Neben einer starken neutralen Fraktion kénnen hier 


mindestens fiinf, wahrscheinlich sechs basische Komponenten erkannt 7 
werden, von denen die drei am raschesten wandernden nur in sehr ge- | 
ringer Menge vorhanden sind. In dem anodisch wandernden Teil des 7 


Hydrolysats, der weniger scharf aufgetrennt erscheint, diirften min- 
destens drei Komponenten zu unterscheiden sein. 


4. Farbstoff- und Gerbstofftrennungen 


Die Trennung anionischer Farbstoffe, die wir in einer Reihe von Beispielen 
untersucht haben}*® 24, gelingt ohne Schwierigkeiten, beispielsweise bei pq 5 mit 
Acetatpuffer. Wir berichten dariiber ausfiihrlich an anderer Stelle. 

GréBere Schwierigkeiten macht die Trennung basischer Farbstoffe, die unter 
den iiblichen Bedingungen stark vom Filtrierpapier, d. h. von den praktisch immer 
vorhandenen Carboxylgruppen der Cellulosefaser, zuriickgehalten werden. Eine 
scharfe Trennung basischer Farbstoffe kann jedoch leicht in 50-proz. Essigsdure 
als Elektrolytidsung erreicht werden. 

Einige Versuche elektrophoretischer Auftrennung von Gerbstoffgemischen, 
die wir aus einer gréBeren Versuchsreihe auszugsweise hier mitteilen, sollen vor 
allem den Einflu8 adsorptiver Zuriickhaltung am Filtrierpapier veranschaulichen 
(Abb. 12a, b). Bei beiden Versuchen ist die mit A bezeichnete Komponente stark 
adsorbierbar und durchwandert daher das Filtrierpapier wesentlich langsamer 
als ihre Begleiter. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Methode und Apparatur zur kontinuierlichen Trennung 
von Stoffgemischen auf Filtrierpapier durch Ablenkung im elektrischen [| 
Feld beschrieben. Die Anwendung der Methode wird u. a. durch Bei- | 
spiele tiber die Auftrennung von Proteinen, Peptiden und Aminosiuren 
belegt. 


22 B. Flaschentrager, Handbuch f. physiolog. Chemie, Springer-Verlag 
1951, S. 499. 

23 J.Cohn u. T. Edsall, Proteins, Amino Acids and Peptides, Reinhold 
Publishing Corporation New York 1943, S. 135. 

24 L. Hiibner, Diplomarbeit Univ. Miinchen 1952. 
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Uber die Konstitution der in den Leberélen von Seefischen 
(Dorsch und Glattrochen) vorkommenden Polyensaéuren 


Von 
E. Klenk und W. Bongard 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6éin 


(Der Schriftleitung zungegangen am 26. November 1952) 


Wiahrend die Polyensiuren der pflanzlichen Fette fast ausschlieBlich 
C,,-Séuren sind, kommen in den Fischtranen C,¢-, Cy,-, Cy9- und Cy5- 
Polyenséuren nebeneinander vor, wobei im Gemisch die Cy9- und Cy.- 
Sauren regelméBig vorherrschen. Ein weiterer wesentlicher Unterschied 
scheint auch insofern zu bestehen, als die Polyensiuren pflanzlichen Ur- 
sprungs mit wenigen Ausnahmen dem Divinylmethantypus angehéren, 
wihrend nach unseren bisherigen Kenntnissen bei den Polyensiuren 
der Seefisch6le die Kohlenstoffkette auBer der Divinylmethangruppierung 
—CH:CH-CH,:CH: CH— noch die Divinylaithangruppierung zu ent- 
halten scheint?. 

Ahnlich wie bei den Fischtranen finden sich auch in den Glycerin- 
phosphatiden der Saéugetierorgane C,.- und C,,-Polyensiuren in reich- 
lichen Mengen. Von diesen ist die Arachidonsaéure C,,H;,0, am 
eingehendsten untersucht. Nach Smedley-MacLean? hat sie die 
» Konstitution einer A® ® 1) 14n-Kikosatetraensiure. Es handelt sich dem- 
/ nach ebenso wie bei den Polyenséuren pflanzlichen Ursprungs um 
eine Siure vom Divinylmethantypus. Vor kurzem haben wir? am 
Beispiel der Glycerinphosphatide des Gehirns gezeigt, daB alle anderen 
die Arachidonsiure noch begleitenden Cy 9- und vor allem auch alle 
C,.-Siéiuren nach demselben Typus gebaut sind. Aus diesen Befunden 
miiBte geschlossen werden, daB die Polyensiuren der Fischtrane eigen- 
artigerweise sich auch von den entsprechenden Séuren der Glycerin- 
| phosphatide durch das Vorhandensein der Divinyléithangruppierung 
» unterscheiden. 

a Die vorliegende Untersuchung sollte zunachst nur einen Uberblick 
_ dariiber geben, in welchem AusmaBe diese Gruppierung in den Polyen- 
sduren der Fischtrane vorkommt. Wir haben die Frage am Beispiel des 
kiuflichen Dorschlebertrans (Medizinallebertran) und eines uns von 
» Dr. Lovern, Aberdeen, in freundlicher Weise zur Verfiigung gestellten 
| Glattrochenlebertrans (Blue Skate) gepriift. Um eine etwaige Isomeri- 
sierung der hochungesiattigten Fettsiuren durch Alkali-Einwirkung bei 
der Verseifung zu vermeiden, wurde das 01 als solches der oxydativen 
Ozonidspaltung nach Klenk und Bongard‘ unterworfen. Bei diesem 
4 1 Siehe dazu T. P. Hilditch,' The chemical constitution of natural fats 2nd 
» ed. London 1949, S. 432 u. ff. 
°C. L. Arcus u. J. Smedley-MacLean, Biochem. J. 37, 1 [1943]. 
°K. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 291, 104 [1952]. 
‘ E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 
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Verfahren wird aus der Divinylmethangruppierung Malonsiure heraus- 
gespalten, welche in einer Ausbeute von etwa 50°, der Theorie anfallt. 
Aus der Divinylithangruppierung wird in entsprechender Weise Bern- 
steinsiiure gebildet. Nach allen mit dieser Methode bisher gemachten 
Erfahrungen mu diese Dicarbonsiure dabei in praktisch 100-proz. 
Ausbeute zu erhalten sein. 

Die bei der Spaltung auftretenden freien Dicarbonséuren lassen 
sich den iibrigen Reaktionsprodukten infolge ihrer Wasserléslichkeit 
leicht entziehen. Die fraktionierte Feindestillation einer gréBeren Menge 
des so erhaltenen Rohprodukts in Form der Methylester ergab, daB es 
in der Hauptsache aus Malonsiéure bestand und da andere Dicarbon- 
siiuren nicht oder héchstens spurenweise vorhanden sind. Was ins- 
besondere die Bernsteinsiure betrifft, so wurde sie im Falle des Dorsch- 
Jebertrans iiberhaupt nicht aufgefunden. Beim Rochenlebertran konnte 
die Saéure zwar chromatographisch im Destillationsriickstand nach- 
gewiesen und identifiziert werden, jedoch machte sie nur 1,3%, der 
gefundenen Malonsiuremenge aus. Mit Riicksicht darauf, daB die Bern- 
steinsiure nahezu quantitativ, die Malonsiiure dagegen nur in einer 
Ausbeute von etwa 50°, der Theorie anfillt, ergibt sich, daB in den 
Polyensiuren dieses Leberéls durchschnittlich auf 100 Divinylmethan- 
gruppierungéen nur etwa 0,6 Divinylithangruppierungen kommen. Es 
wire aber auch’ méglich, da die sehr kleine Menge Bernsteinséure 
iiberhaupt nicht von eincr Divinylithangruppicrung, sondern von dem 
Endstiick einer Polyensiiure stammt und durch geringfiigige Verseifung 
der beim Abbau entstandenen Triglyceridkomponenten wihrend der 
Aufarbeitung abgespalten wurde. 

Wie sich bei einem kleineren Ansatz mit Rochenlebertran heraus- 
stellte, lassen sich die freien Dicarbonsiuren auch durch direkte chroma- 
tographische Analyse des urspriinglichen Gemischs simtlicher Abbau- 
siiuren bestimmen. Es fand sich wieder als einzige freie Dicarbonséiure 
Malonsiiure in einer Menge von 28°, des Ols. Die spurenweise vor- 
kommende Bernsteinsiure war jedoch auf diesem Wege nicht zu er- 
fassen, 

Die vorliegenden Befunde zeigen, da die Polyensiuren der See- 
fischéle, wenigstens in den beiden hier untersuchten, willkiirlich heraus- 
gegriffenen Fallen. den Polyensiuren der meisten Pflanzendle sowie 
den der Glycerinphosphatide tierischen Ursprungs darin gleichen, dab 
es sich ebenfalls ausschlieBlich oder so gut wie ausschlieBlich um Saéuren 
vom Divinylmethantypus handelt. Wenn bei der Konstitutionsauf- 
klarung einzelner, aus den Olen isolierter Polyensiuren durch oxydativen 
Abbau der Ester wiederholt das Auftreten von Bernsteinsaéure in gro- 
Beren oder kleineren Mengen beobachtet wurde, so diirfte dies még: 
licherweise darauf zuriickzufiihren sein, dafi wiihrend der Isolierung 
durch unvorsichtige Alkali-Einwirkung eine teilweise Isomerisierung 
erfolgte, bei welcher zusammen mit konjugierten Doppelbindungen auch 
die Divinylathangruppierung entstehen kénnte. 
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AuBer den Dicarbonséiuren haben wir auch die aus dem Rochen- 
leber6l abgespaltenen Monocarbonsauren naher untersucht. Das durch 
Wasserdampfdestillation gewonnene Siuregemisch wurde durch frak- 
tionierte Feindestillation der Ester in die Komponenten zerlegt. Das 
Estergemisch hatte folgende Zusammensetzung: Propionsiiure (C3) 8.5, 
Capronsiure (C,) 8.4, Onanthsiure (C,) 22.4, Pelargonsiiure (Cy) 47.6 
und Undecansiiure (C,,) 13,1%. Das entspricht einer molaren Zu- 
sammensetzung von Cz 14,6%, Cg 9,8%, Cz 23,3%, Cy 42,0% und C,, 
10,3°,. Weitere SchluBfolgerungen kénnen daraus erst nach einer noch 
eingehenderen Untersuchung der ungesattigten Fettsiiuren gezogen 
werden. 


Dorschlebertran 
30g Leberél (Jodz. 142) wurden in 150 ccm Methylacetat gelist und bei 
10° bis zur Sattigung ozonisiert. Nach Zugabe von 400 ccm Eisessig spaltete 
man das Ozonid anschlieBend mit 50 cem Perhydrol durch 5-tigiges Stehenlassen 
im Wasserbadthermostaten bei 35°. Um etwa vorhandene Peressigsiure zu zer- 
stiéren, kochte man kurz auf und destillierte das Lésungsmittel in einem auf 40° 
erwirmten Wasserbad unter Beniitzung einer kleinen Fiillkérperkolonne unter 
vermindertem Druck (etwa 20 mm Hg) vorsichtig ab. Der dlige Riickstand wurde 
in Ather aufgenommen und wiederholt mit Wasser ausgeschiittelt. Die im Vakuum 
stark eingeengte waBrige Losung wurde schlieBlich in gefrorenem Zustand im 
evakuierten Exsiccator tiber Schwefelsiure zur Trockne gebracht. 7,6 g weiBe, 
kristalline, noch etwas klebrige Substanz. Die daraus durch Umsetzung mit Diazo- 
methan gewonnenen Methylester wurden mit Hilfe einer 60 cm langen Drehband- 
kolonne* bei einem konstanten Druck von 19 mm Hg fraktioniert destilliert 
(Tab. 1). 


Tab. 1. Fraktionierte Destillation der Methylester der Dicarbonsiurefraktion des 
Dorschlebertrans. 





Ndp. 
(19 mm Hg) 


80° 0,98 1,4132 
” 2,34 1,4132 
as 2,06 1,4132 

1,33 1,4134 


Fr. 


Menge, g 





Die Gesamtmenge des Destillats ging bei vdéllig konstantem Siedepunkt 
(80°) tiber. Die zum Vergleich dargestellten Malon- bzw. Bernsteinsiuredimethy]- 
ester zeigten folgende Konstanten: Sdp..9 82° bzw. Sdp.,, 92°, a 1,4132 baw. 
1.4186. 

Fr. 3 wurde durch Kochen mit etwas mehr als der berechneten Menge Na- 
triumhydroxyd in Methanol verseift. Nach Verjagen des Methanols léste man den 
Riickstand in Wasser, go8 die Lésung zur Entfernung der Natriumionen durch 
eine mit 8 g eines Kationenaustauschers (Lewatit C) gefiillte Glasréhre und wusch 
mit Wasser bis zur neutralen Reaktion des Durchflusses nach. Die Lésung wurde 
in gefrorenem Zustand im evakuierten Exsiccator tiber Schwefelsiure zur Trockne 
gebracht. Als Riickstand verblieb reine Malonsiure (Schmp. 132°) in theoretischer 
Ausbeute. 

Aus dem Destillationsriickstand (R,) wurden durch Verseifung und Ent- 
fernung der Natriumionen mit Hilfe des Kationenaustauschers in entsprechender 


* Modell der Fa. E. Haage, Miilheim-Ruhr. 
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Weise wie oben 1,28 g eines braunen dickfliissigen Riickstands gewonnen. Durch 
chromatographische Analyse konnten in diesem Riickstand noch 0,17 g Malon- 
siure, jedoch keine Bernsteinsiure nachgewiesen werden (Abb. 1). 





Vorieut Malonsdure| 
3% 5% 0% 




















1 


50 60 
Fraktion —> 
Abb. 1. Trennung des verseiften Destillationsriickstands R, (9,72 mg) durch SauleD. 
1% (1—14): Vorlauf; 10°% (81 —44) keine Bernsteinsaure; (45—56): 3,245 — 12-0,06 
= 2,525 cem n/100-KOH, gef.: 1,31 mg Malonsaure. 


Die Gesamtmenge der aus 30g Dorschleberél abgespaltenen Malonsiure 
betragt demnach 5,45 g (Menge der Fr. 1—4: 6,71 g Ester oder 5,28 g Saure) oder 
18% des Ols. 





Rochenlebertran. 

Die Dicarbonsauren. a) 20g Leberél* (Jodz. 165) wurden wie oben ozoni- 
siert und weiter verarbeitet, 7 g Dicarbonsaurefraktion (Rohprodukt). Schmp. 105 bis 
112°, Das Ergebnis der fraktionierten Esterdestillation (Drehbandkolonne) bei 
einem konstanten Druck von 20 mm Hg zeigt Tab. 2. 


Tab. 2. Fraktionierte Destillation der Methylester der Dicarbonsaurefraktion 
. des Rochenlebertrans. 





Methylester freie Saure 





Menge, g 





Menge, g 





Sdp. 
(20mm Hg) 





81° 0,09 
82° 0,94 
82° 2,14 
82° 1,48 
Riickst. 0,9 
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Abb. 2. Chromatographische Trennung des verseiften Destillationsriickstands R, 
(7,77 mg) durch Saule D. 

1% (2—11): Vorlauf; 10% (41—45): 1,075 — 5- 0,05 = 0,825 cem n/100 KOH, 

gef. 0,485 mg Bernsteinsaure; (46—61): 7,87 — 16- 0,05 = 7,07 cem n/100-KOH, 
gef. 3,68 mg Malonsiure. 


* Lebertran von einer Glattrochenart (Blue Skate). 





riic! 
(Ab 


saul 
bzw 


sdur 


Stat 


Bd, 292 (1953) Leberdle von Seefischen 55 


Durch chromatographische Analyse konnten in dem verseiften Destillations- 
riickstand (R,) 394 mg Malonsaure und 52 mg Bernsteinséure nachgewiesen werden 
(Abb. 2). 

Die Gesamtmenge der aus 20 g Rochenleberél abgespaltenen freien Dicarbon- 
siuren betrug demnach 3,99 g Malonsdure und 0,5 g Bernsteinsiure oder 20% 
bzw. 0,25% des Ols. 

Das Vorhandensein von Malonsdiure und sehr kleiner Mengen Bernstein- 
siure in R, konnte auch papierchromatographisch festgestellt werden (Abb. 3). 


e232 





Starfpunkt 


Abb. 3. Papierchromatogramm des verseiften 
Destillationsriickstands R,. 
Gemisch von 5 Vol.-Tln. Butanol und 1 Vol.-TI. Eis- 
po essig, mit 10 Vol.-TIn. Wasser ausgeschiittelt. Laufzeit 
) é 22 Stunden. Papier: Schleicher & Schiill 2043b. Far- 
Comeleinare. bung mit Bromphenolblau. 1 Riickstand; 2 Malon- 
saure; 3 Bernsteinsaure. 

















b) Auch durch direkte chromatographische Analyse des urspriinglichen Ge- 
mischs simtlicher Abbausauren lieB sich zeigen, daB Malonsaure darin praktisch 
als einzige freie Dicarbonséiure vorkommt. 

1,26 g Ol in 40 com Methylacetat bei —10° ozonisiert. Spaltung des Ozonids 
nach Zugabe von 50 ccm Eisessig mit 10 com Perhydrol. Abdampfungsriickstand 
in Butanol-Chloroform gelést und auf 50 ccm aufgefiillt. 1 cem davon (entsprechend 
25,27 mg Leberél) chromatographiert (Abb. 4). Das Vorhandensein der sehr kleinen 
Menge Bernsteinsaure ist im Chromatogramm nicht einwandfrei erkennbar. 


Maionséure —, 
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50 60 70 
Fraktion —> 
Abb. 4. Chromatographische Trennung des Gemischs der Abbausauren 
des Rochenleberéls (entspr. 25,27 mg) durch Saule D. 
1% (1—11): Vorlauf; 10% (48—70): 14, 92 — 23-0,05 = 13,77 ccm n/100-KOH, 
gef. 7,16 mg Malonsiure oder 289% des Leberdls. 
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Tab. 3. Zusammensetzung des Monocarbonsauregemisches, 


11 a2 13 





0,514 
0,090 1,199 0,559 
1,004 0,401 
0,302 





502 | 0,604 | 0,290 | 1,199 | 0.559 | 1,334 | 1,004 | 0,703 
1,3735**| 1,3816 | 1,3955 | 1,4075 | 1,4075 | 1,4115 | 1,4115 | 1,4159 


























: < 2 ees ee 2 oe 

** Propionsdure-methy lester ny 1,3771, Essigsiure-methylester nv 1,3594. 

Zur Berechnung wurde angenommen, daB die Fr. 7 ein Gemisch dieser beiden Ester 
ist. 


Die Monocarbonsauren. Von dem aus der atherischen Lésung nach Aus- 
schiitteln der Dicarbonsiuren mit Wasser gewonnenen Spaltgemisch wurden die 
neben den Glyceridkomponenten hier noch vorhandenen Monocarbonsauren durch 
Wasserdampfdestillation abgetrennt und die groen Mengen Destillat nach dem 
Neutralisieren mit Kalilauge auf dem Wasserbad bis annihernd zur Trockne ge- 
bracht. Die mit Saksiure in Freiheit ‘gesetzten Siiuren schiittelte man mit Ather 
aus und veresterte die Sauren mit Diazomethan. Um etwaige Verluste an Propion- 
und Buttersiuremethylester zu vermeiden, wurden die Ester aus der atherischen 


Lésung durch Abdestillieren des Lésungsmittels iiber einer gut wirksamen Fiill- 
kérperkolonne gewonnen. 
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Abb. 5. Siedepunktskurve des Gemischs der Monocarbonséuren-methylester. 
Der gestrichelte Kurvenzug fiir die tiber 100° (15 mm Hg) tibergehenden Anteile 
ist in ein zweites Koordinatensystem (gestrichelt) eingezeichnet. Die Pfeile zeigen 
die, in der Literatur angegebenen Siedepunkte der Methylester der Monocarbon- 

siuren C,—C, bei 760 mm Hg und C,—C,, bzw.C,, bei 15 mm Hg an. 
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Menge der Methylester in g*. 





Summe 
L5 16 i 








1,634 1,750 1,166 0,815 0,182 
0,094 1,460 0,062 





1,634 1,750 1,166 0,815 0,276 1,460 | 0,310 
1,4218 | 1,4218 | 1,4218 | 1,4218 | 1,4240 | 1,4288 
1,4206 | 1,4232 


























* Berechnet aus den Brechungsindices und den Gewichten der einzelnen 
Fraktionen. 
+ Palmitinsiure-methylester no 1,4330. 


In einem zweiten Ansatz wurde in entsprechender. Weise aus 55 g Rochen- 
leberél, wobei man jedoch auf die vorherige Abtrennung der Dicarbonsiuren ver- 
zichtete, noch eine weitere Menge der Monocarbonsiure-methylester dargestellt. 

Man vereinigte die aus den beiden Ansiatzen erhaltenen Produkte und zer- 
legte sie zunachst durch Destillation mit einem gewéhnlichen Claisen-Aufsatz in 
zwei Fraktionen, von welchen die erste (A) bei Normaldruck bis 150° und die zweite 
(B) im Vakuum bei etwa 15 mm Hg ebenfalls bis etwa 150° tiberging. Die Fraktion 
A wurde anschlieBend mit der Drehbandkolonne ebenfalls bei Normaldruck 
destilliert. Nachdem zu dem geringen Destillationsriickstand die Fr. B hinzuge- 
gossen war, wurde die Destillation bei einem konstanten Druck von 15 mm Hg 
fortgesetzt. Um die letzten Anteile iiberzutreiben, wurde die Destillation gegen 
Ende nochmals unterbrochen. Nach Zugabe von 3 g reinem Palmitinsiiure-methyl- 
ester als Schiebefliissigkeit und ZuriickgieBen des iiber 100° iibergegangenen 
Destillats in den Destillationskolben wurde schlieBlich so lange weiterdestilliert, 
bis der zugefiigte Palmitinsiure-methylester tiberging. Wie die in Abb.5 dar- 
gestelite Siedepunktskurve zeigt, sind auBer dem aus Ather (Sdp. 34°), Tintin 
methylester (Sdp. 57°) und etwas Hexan* (Sdp.71°) bestehenden Vorlauf (Fr. 1—6) 
die Methylester folgender Monocarbonsiuren vorhanden: Propionsiure (Cs), 
Capronsaiure (C,), Onanthsaure (C,), Pelargonsiure (C,) und Undecansiure (C,,). 


Die Untersuchung wurde durch} Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Mit Hilfe einer vor kurzem ausgearbeiteten Methode der oxydativen 
QOzonidspaltung von Polyenen wurde aus dem Lebertran des Dorsches 
und dem einer Glattrochenart (Blue Skate) als einzige oder so gut wie 
einzige Dicarbonsiure Malonsiure in einer Ausbeute von 18—28°% des 
Ausgangsmaterials erhalten. Bernsteinsiure konnte beim Dorschlebertran 
tiberhaupt nicht, beim Rochenlebertran nur spurenweise nachgewiesen 
werden. 

* Der als Lésungsmittel verwendete Ather enthielt noch spurenweise niedrig 
siedende Kohlenwasserstoffe. 
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Es wird daraus geschlossen, daB im Gegensatz zu der bisherigen 
Auffassung die Polyensiiuren der Fischtrane, wenigstens in den hier 
untersuchten beiden Fallen, dem Divinylmethantypus angehGren. 

Das beim Abbau des Rochenlebertrans anfallende Monocarbon- 
siuregemisch zeigte folgende molare Zusammensetzung: Propionsdure 
14,6°/,, Capronsiure 9,8°,,, Onanthsaure 23,3°,,, Pelargonsaure 42,0° , 
und Undecansiure 10,3° ,. 


Uber einige den Nebennieren-Rindenhormonen 
verwandte Verbindungen 


III. Mitteilung 
Von 
Willy Logemann und Piernicola Giraldi 
Aus dem Institut ,,Carlo Erba‘ per Ricerche Terapeutiche, Mailand 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Dezember 1952) 


In der T. Mitteilung! berichteten wir iiber eine Reihe von Keto- 
carbinol-Verbindungen, die in den pharmakologischen Untersuchungen 
von Capraro und Meli? sowie Bianchi und Meli® in verschiedenen 
Testen eine ahnliche Aktivitaét zeigten wie die Nebennieren-Rinden- 
hormone. 

Der erste Test, der ,,Phenolrot-Test‘‘ ist von Seifter, Baeder 
und Begany? entwickelt worden. Die Methode beruht auf der Messung 
des durch die Nieren ausgeschiedenen Phenolrots, das in das FuBgelenk 
eines Kaninchens mit den zu untersuchenden Substanz-n injiziert wird. 
Wihrend Seifter, Baeder und Begany die Zeiten zwischen der Ein- 
spritzung in das Gelenk und dem ersten Auftreten des Farbstoffs im 
Harn und der maximalen Konzentration im Harn messen, berechnen 
Bianchi und Meli die Gesamtmenge in Prozenten der eingespritzten 
Menge des Phenolrots, die nach 1 Stde. und nach 3 Stdn. nach der 
Einspritzung ausgeschieden wird. 

Der zweite Test, der ,,Chinatusche Test‘‘, wurde nach den Angaben 
von Opsahl5 ausgefiihrt. Er beruht auf folgendem Prinzip: Hyaluroni- 
dase beschleunigt die Diffusion einer Fliissigkeit in der Haut von Albino- 
ratten. Als Indikator wird Chinatusche benutzt. Stoffe, die die Diffusion 
erschweren, reduzieren die GréBe des Fleckens. 


1 W. Logemann u. P. Giraldi, diese Z. 289, 19 [1951]. 

2 V. Capraro u. A. Meli, Arch. Fisiol. 51, 397 [1951]. 

3’ C. Bianchi u. A. Meli, Arch. ital. Sci. biol. 36, 447 [1952]. 

4 J. Seifter, D. H. Baeder u. A. J. Begany, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
72, 277 [1949]. 

5 §.C. Opsahl, Yale J. Biol. Med. 21, 255 [1949]. 








Bd, 292 


GIG rm co tom | 
bo 
_ 
' 
-. 





10 | CH, 





Wi 
baw. sé 
zwei R 
Einfiihi 
stanzen 
winnen 


Seitenk 














, 292 (1953) 
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Tab. 1. Aktivitatspriifung (Permeabilitaéts-Test) bei Kaninchen. 














Phenolrot- 
Test — Chinatusche-Test 
. Ausschei- 
Nr. Substanz dung in °/, 
nach 1 Stde.} Flache des 
Kontrolle | Fleckens in} Kontrolle 
54,2 +1,1 mm? 
1 | Cortison 48,0 -+- 7,3 | 254+ 4,1 | 258+ 3,9 
2 | Doca 46,0 + 3,2 | 217 +.5,6 | 280-+9 
3 | Pregnenolon 28,1+ 3,4 _ os 
4 | 21-Acetoxy-Pregnenolon 20,4 + 3,2 —_ -- 
5 | CgHs-CO-CH,OH 29,5 +1,3 | 242+ 4,7 | 258 + 3,9 
6 | CsH,*CO-CH,O-CO-CH, 38,2+4+-2,4/232+8 | 287+ 4,6 
7 | (p)CH,-COO-C,H,-CO-CH,0-CO-CH, 21,9 + 2,9 | 249 + 5,4 | 258 + 3,9 
8 | (p)CH,0-C,H,-CO-CH,-0-CO-CH, 50% der od = 
Tiere 
starben 
OCH, 
9 |CH,O-< S—¢~ S-CO-CH,0-CO-CH, 51,3+1,9 “ — 
OCH, 
| 
10 | CHO S—¢_ \\-CH,*CO-CH,0-CO-CH, | 47,7+4,0]  — — 
0-CO-CH,' 
| 
ll |CH,CO-0-< S—¢ S-CO-CH,0-CO-CH, | 53,0+1,9 — -- 
12 | C,H,-CH-CO-CH,OH 30,0 + 3,5 oe — 
| 
0-CO-CH, 
CH, 
Big SZ S.¢.c0-CH,0H 45,2+4,2| 216+8,2 | 232 +5,5 
7 | 
0-CO-0-CH, 
|< S—<_S-CH-CO-CH,OH 40,7 +. 1,8 . 
0-CO-0CH, 
18 | N\-CH:H-@ _S-CO-CH,0-CO-CH, 37,3+44,0| 25049,3]| 256+5,8 
16 |Z S—¢_S-CO-CH,0-CO-CH, 34,0426) — 














Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigt Tab. 1. 


Wir haben, ausgehend von der guten Wirkung des Benzoylearbinols 
baw. seines Acetates (Tab. Nr. 5. u. 6), unsere Untersuchungen nach 
zwei Richtungen hin erweitert. Zunichst haben wir versucht, durch 
Einfiihrung von Sauerstoffgruppen in geeignete Kernsysteme Sub- 
stanzen mit grdBerer Nebennieren-Rindenhormon-Ahnlichkeit zu ge- 
winnen, sodann haben wir Verbindungen mit einer Dioxyaceton- 


Seitenkette, also der typischen Cortison-Seitenkette, synthetisiert. 
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Bei der Einfiihrung von Sauerstoffgruppen in das Benzoylearbinol 
zeigte sich schon beim p-Acetoxy-benzoyl-carbinolacetat im 
Phenolrot-Test eine bedeutende Aktivititssteigerung (Tab. 1, Nr. 7). 
Um so unerwarteter war das Ergebnis der Priifung der Keto-carbinole 
der 2.4’-Dimethoxy-diphenyl-Reihe (Tab. 1, Nr. 9 u. 10), tiber die in 
der II. Mitteilung berichtet wurde®. Sie waren alle inaktiv. Wir glaubten 
zunichst, daB dieses Resultat allein auf die Verithering der OH. 
Gruppen zuriickzufiihren sei, und wir priiften daher das p-Methoxy- 
benzoyl-carbinol (Tab. 1, Nr. 8). In der Tat war diese Verbindung 
auch inaktiv und dariiber hinaus stark toxisch. Nun synthetisierten wir 
das 2.4’-Diacetoxy-4-[w-acetoxy ]-acetyl-diphenyl (Tab. 1, Nr. 1]), 
das keine Atherbindungen enthalt. Aber auch diese Substanz war voll. 
kommen inaktiv. 

So kénnen wir den SchluB ziehen, da die Athergruppen die Her. 
absetzung der Permeabilitiit im Phenolrot-Test aufheben und auBerdem 
die Einfiihrung von Sauerstoffgruppen in den -Diphenylkern keine 
Vorteile bringt. 

Im Verlauf unserer Untersuchungen haben wir dann die zweite 
oben besprochene Méglichkeit, die LHinfiihrung von Dioxyaceton- 
Seitenketten in aromatische Ringsysteme, weiter verfolgt. 

Wie schon in der ersten Mitteilung beschrieben wurde, zeigte das 
Ketol der Acetyl-mandelsiure, das 1-Acetoxy-phenyl-propanon- 
(2)-ol-(3) (Tab. 1, Nr. 12), im Phenolrot-Test eine ihnliche Aktivitit, 
wie das Benzoyl-carbinol-acetat. Leider mute diese Priifung mit einer 
Substanz durchgefiihrt werden, die ein Ol war und die sich nicht durch 
Kristallisation oder Destillation reinigen lief. 

Um nun eine wohldefinierte Substanz priifen zu k6énnen, stellten 
wir das Ketol der Carbomethoxy-diphenyl-mandelsiure her, das 
1-Carbomethoxy-diphenyl-propanon-(2)-ol-(3) (Tab. 1, Nr. 14), 
das gut kristallisiert. Fiir die Synthese dieser Verbindung gingen wir 
von der p-Phenyl-mandelsiiure aus. Sie wurde mit Chlorameisensaure- 
methylester in die Carbomethoxy-Verbindung iibergefiihrt. Dann folgte 
die Einfiithrung der Keto-carbinol-Gruppe iiber das Chlorid und das 
Diazoketon in der iiblichen Weise. 


Die Konstitution dieser Verbindung wurde auBer durch die Syn- 
these durch folgende Tatsachen bewiesen. Die Verbindung gibt eine 
Dicarbomethoxy-Verbindung und iiberdies bildet sich bei der Spaltung 
mit Perjodsiure Formaldehyd, das mit Dimedon nachgewiesen wurde. 
Die Bildung des Acetates bzw. Benzoates erfolgt schwierig, was in 
Einklang mit der Eigenschaft anderer Ketole steht, die sich oftmals wie 
tertiire Alkohole verhalten’. Das einfache Benzoyl-carbinol reagiert 
allerdings etwas leichter. 


® W. Logemann, diese Z. 290, 61 [1952]. 
7 Vgl. V. Grignard, Traité de Chimie Organique, Bd. VIIT, S. 138. 
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Die pharmakologische Priifung im ,,Phenolrot-Test zeigte eine 
deutliche Aktivitit, die aber geringer war, als die des entsprechenden 
Phenylderivates. 

So ergibt sich aus diesen Versuchen, daB das einfache Benzoyl- 
carbinol, abgesehen von dem p-Acetoxy-benzoyl-carbinolacetat, das die 
Haut reizt und unvertriglich ist, die aktivste Verbindung darstellt. 

Fir den Angriffspunkt dieser Substanzen im Phenolrot-Test gibt 
es nach Bianchi® verschiedene Méglichkeiten: Es kann der Durchtritt 
des Farbstoffes durch die Synovialmembran verzégert sein oder der 
Durchtritt durch das periartikulare Bindegewebe oder der Eintritt in 
die Kapillaren oder die Ausscheidung durch die Nieren. Das Benzoyl- 
carbinol-acetat beeinfluBt die Permeabilitét der Synovialmembran, der 
Einflu8 des Cortisons auf diese Membran ist etwas unsicher. Dagegen 
wirkt Desoxycorticosteron-acetat auf die Permeabilitit des periarti- 
kularen Bindegewebes ein, wahrend Pregnenolon und 21-Acetoxy- 
pregnenolon die Nierenausscheidung beeintrachtigen. 

In weiteren Versuchen von Capraro und Meli? konnte wahr- 
scheinlich gemacht werden, da das Cortison, das Desoxycorticosteron- 
acetat und auch das Benzoyl-carbinol-acetat eine Anti-Hyaluronidase 
Wirkung haben. Die Autoren benutzten einen Test®, der darauf beruht, 
dafi in Gegenwart von Hyaluronidase eine gréBere Flissigkeitsmenge 
durch die isolierte Bindehaut von Mausen hindurchtritt. Eine Substanz., 
die eine Anti-Diffusions-Wirkung oder die Permeabilitit erschwerende 
Wirkung besitzt, vermindert die Fliissigkeitsmenge, die durch die 
Membran hindurchgeht, was bei den erwiéhnten Verbindungen der 
Fall ist. 

Um nun die Ahnlichkeit dieser Substanzen mit den Nebennieren- 
tindenhormonen weiter zu belegen, wurden die Verbindungen in ver- 
schiedenen anderen Testen ausgewertet, die fiir die Nebennieren- 
Rindenhormone charakteristisch sind. 

Im Uberlebenstest zeigt das Benzoyl-carbinol nach Linnell und 
Roushdi?!® 1/2500 der Aktivitit des Desoxycorticosterons. Nach Ver- 
suchen von Cresseri und Meli!! gaben das Benzoyl-carbinol und auch 
das Styryl-benzoyl-carbinol-acetat, mit 10 mg pro Ratte gepriift nach 
Olson und Mitarbeitern?!?, unsichere Resultate. Héhere Dosen wurden 
nicht untersucht. Desoxycorticosteron-acetat war mit 0,25 mg in dieser 
Versuchsanordnung wirksam. Dagegen waren alle anderen Verbin- 
dungen eindeutig inaktiv. 

Es war nun interessant, zu priifen, ob unsere synthetischen Hormon- 
Modelle mehr dem Desoxycorticosteron oder dem Cortison entsprechen. 


§ C, Bianchi, Brit. J. Pharmacol. Chemotherapy, im Druck. 

® Vgl. T. D. Day, Nature [London] 166, 785 [1950]. 

10 W.H. Linnell u. I. M. Roushdi, Quart. J. Pharmac, Pharmacol. 14, 270 
[1941]. 

11 A, Cresseri u. A. Meli, Arch. ital. Sci. Biol., im Druck. 

2 R.E. Olson, F.A. Jacobs, D.Richert, 8. A.Thayer, L.J. Kopp 
u. N. J. Wade, Endocrinology 35, 480 [1944]. 
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Im Glykogentest nach Pabst, Sheppard und Kuizenga™ war das 
Benzoyl-carbinol und auch das_ 1-Methyl-1-diphenyl-1-carbithoxy-2- 
keto-propanol-(3) in Dosen von 15 bzw. 140 mg inaktiv™. 

Im ,,Kaliumbelastungstest“, in welchem das Desoxycorticosteron- 
acetat die Giftwirkung der Kalium-Ionen herabsetzt, konnte bislang 
ebenso wie beim Cortison keine Wirkung festgestellt werden". 

Weiter wurden die Substanzen im ,,Fremdk6rpertest‘‘ untersucht 
(s. Tab. 2). 


Tab. 2. ,,Fremdkorrer‘est‘‘!4 bei Ratten. 





Gewicht 
Substanz der Kapsel Kontrolle 
in mg 





Cortison 135,5 208,9 
Doca 174,4 208,9 
C,H,-CO-CH,OH 140,6 209,0 
C,H;-CO-CH,0-CO-CH, 187,1 _ 208,9 

CH, - 


| 
p(C,H;):CsH,-C:CO-CH,OH | 220.7 208,9 











0-CO-OCH, 


In diesem Test 4 wird ein Stiickchen Agar Agar unter die Haut von 
Ratten implantiert. Es bildet sich ein Granulationsgewebe, das unter 
dem Einflu8 von Cortison weniger stark entwickelt ist. Denselben Effekt 
hat das Benzoyl-carbinol. Desoxycorticosteron-acetat ist ohne EinfluB 
(die Werte gegeniiber den Kontrollen liegen innerhalb der Fehlergrenze). 

So sieht man, da das Benzoyl-carbinol in diesem Test mehr dem 
Cortison ahnelt, als dem Desoxycorticosteron. Alle anderen Verbin- 
dungen haben bislang in den verschiedenen Tiertesten eine geringere 
Aktivitaét gezeigt. 

Die klinische Priifung des Benzoyl-carbinol-acetates ergab inter- 
essante Resultate hauptsichlich in Fallen von primirer chronischer 
Arthritis und bei einigen Krankheitssymptomen, die auch gegenitiber 
Cortison empfindlich sind. 

Man kénnte nun die Frage aufwerfen, ob das Benzoyl-carbinol ein 
schwach wirkendes Nebennieren-Rindenhormon-Modell darstellt oder ob 
etwa eine Wirkungskomponente der Hormone besonders stark ent- 
wickelt ist. 

Nach Dodds! ist es bei den synthetischen Ostrogenen nicht méglich, 
eine Substanz zu finden, die z. B. eine selektive Wirkung auf den Hypo- 


13 M.L. Pabst, R. Sheppard u. M.H. Kuizenga, Endocrinology 41, 55 
[1947]. 

14 Vol. R. Meier, W. Schuler u. P. Desoulles, Experientia [Basel] 6, 469 
[1950]. 

18 E.C. Dodds, J. Pharmacy Pharmacol. 1, 137 [1949]. 
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physen-Vorderlappen hat, aber keine auf den Uterus usw. Die Ver- 
bindungen wirken als Ganzes und man kann nicht die einzelnen Wir- 
kungen trennen. 

Bei den Nebennieren-Rindenhormonen glauben wir, daB es méglich 
sein wird, die eine oder die andere Komponente vorwiegend zu ent- 
wickeln, was man ja schon an der verschiedenen Reaktionsweise der 
einzelnen Nebennieren-Rindenhormone (Cortison-Desoxycorticosteron) 
sieht. 

Auch das Benzoyl-carbinol zeigt in einigen Tiertesten dieselbe 
Aktivitaét wie die Nebennieren-Rindenhormone, dagegen ist es in anderen 
Hormontesten in den gepriiften Dosen kaum aktiv oder inaktiv. 


Beschreibung der Versuche 
2.4’-Diacetoxy-4-acetyl-dipheny] 


68 g 2.4’-Dioxy-4-acetyl-dipheny! wurden, wie beschrieben®, hergestellt, 
als Rohprodukt in 140 ccm wasserfreiem Pyridin gelést und mit 132 ccm ‘Essig- 
siureanhydrid versetzt. Anderntags wurde in Eiswasser gegossen und mit verd. 
Schwefelsiure angesiuert. Dann wurde mit Chloroform extrahiert und die Chloro- 
formlésung mit Kohle behandelt. Nach dem Eindampfen der Chloroformlésung 
hinterblieb ein mit Ol durchsetzter Kristallbrei, der bei 215—220°/2,5 mm destilliert 
wurde. Ausb. etwa 40g. Nach Umkristallisieren aus Alkohol schmolz die Ver- 
bindung bei 103—105°. 


C\sH,,0;. Ber. C 69,22, H5,16. Gef. (69,57, H 5,23. 


2.4’-Diacetoxy-4-[w-acetoxy]-acetyl-dipheny]l 

31,23 g 2.4’-Diacetoxy-4-acetyl-diphenyl wurden in 50ccm KEisessig 
gelést und bei 30—35° mit 16,8 g Brom in 80 ccm Eisessig innerhalb von 14 Stde. 
versetzt. Dann wurde noch 2 Stdn. bei Zimmertemperatur weitergeriihrt und an- 
schlieBend mit Ather extrahiert. Der Atherriickstand war élig und die Acetyl- 
gruppen waren zum gréBten Teil verseift. Dieses Rohprodukt wurde in 200 ccm 
absol. Athylalkohol gelést und mit 19,63 g wasserfreiem Kaliumacetat 14, Stde. 
zum Sieden erhitzt. Dann wurde in Wasser gegossen und mit Essigester extrahiert. 
Der Eindampfriickstand wurde darauf in 100 ccm wasserfreiem Pyridin gelést 
und mit 47 ccm Essigsiureanhydrid 1 Tag stehen gelassen. Es wurde wie 
beim 2.4’-Diacetyl-4-acetyl-diphenyl aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde bei 
240 —245°/0,1 mm destilliert. Ausb. etwa 20g. Die Substanz lie sich aus Athyl- 
alkohol umkristallisieren und schmolz bei 130—1382°. 


CopH,,0; Ber. C 64,86, H4,90. Gef. C 64,79, H. 5,08 


4-Phenyl-mandelsaure 


Die Saéure wurde in Abanderung der Vorschrift von Riebsommer, Stauffer, 
Glick und Lambert" wie folgt dargestellt: 

1,54 kg Dipheny! wurden in 4,241 Chloroform gelést und mit 700 g Mes- 
oxalsdure- athylester versetzt. Dann lieB man bei 0° 1,84 kg Zinnchloriir 
innerhalb von 2 Stdn. hinzutropfen. Man riihrte noch 3 Stdn. bei Zimmertemp., 
go8 dann in Eiswasser, sauerte mit Salzsiure an und trennte die Chloroformschicht 
ab. Der _Chioroformriickstand wurde mit 250g Kaliumhydroxyd in 100 ccm 
Wasser 5 Stdn. unter RiickfluB gekocht. AnschlieBend wurde das iiberschiissige 

16 J, L. Riebsommer, D. Stauffer, F. Glick u. F. Lambert, J. Amer. 
chem. Soc. 64, 2080 [1942]. 
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Diphenyl mit Ather extrahiert und der alkalische Riickstand nach Anséuern mit 
Salzsiure mit Ather extrahiert. Nach Verdampfen des Athers blieb die 4-Pheny]- 
mandelsiure vom Schmp. 193° zuriick. Ausb. 385 g. 


Carbomethoxy-4-phenyl-mandelsaure 

385 g 4-Phenyl-mandelsaure wurden in 3,851 Chloroform gelést und 
360 g Pyridin hinzugefiigt. Dann wurden bei —10° 144 g Chlorkohlensaure- 
methylester tropfenweise zugegeben. AnschlieBend riihrte man noch 1 Stde. bei 
0° und 3 Stdn. bei Zimmertemp. Darauf wurde in Eiswasser gegossen, angesauert 
und die Chloroformlésung neutral gewaschen. Sodann wurde die Chloroformlésung 
mit einer eiskalten 10-proz. Kaliumbicarbonatliésung extrahiert. Diese Bicarbonat- 
lésung wurde mit Ather gewaschen, angesiuert und dann mit Ather ausgeschiittelt. 
Die atherische Lésung hinterlie8 nach Waschen bis zur Neutralitat und Entfarben 
mit Kohle beim Eindampfen 300g Carbomethoxy-4-phenyl-mandelsaure 
von Zers.-Pkt. 157—159°. Zur Analyse wurde aus verd. Athylalkohol umkristalli- 
siert. 

C,,H,,0;. Ber. C 67,12, H4,93. Gef. C 67,08, H 5,14. 


4-Phenyl-mandelsaurechlorid 
300 g Carbomethoxy-4-phenyl-mandelsiure wurden mit 800 g Thio- 
nylchlorid versetzt und 1 Stde. bei 60—70° und 2 Stdn. zum Sieden erhitzt. 
Dann wurde der Uberschu8 des Thionylchlorids verdampft und der Riickstand 
mit wasserfreiem Benzol verrieben. Ausb. 306 g, Schmp 100—103°. 


1-Carbomethoxy-dipheny]-propanon-(2)-ol-(3) 

306 g Chtorid wurden in 4,3 1 Ather gelist und mit einer atherischen Lésung 
von Diazomethan, hergestellt aus 720g Nitrosomethylharnstoff, bei 3—5° 
versetzt. Nach Stehenlassen iiber Nacht wurde das ausgefallene Diazoketon ab- 
filtriert. Beim Einengen der Mutterlauge wurde noch weiteres Diazoketon erhalten. 
Ausb. 199 g, Schmp. 170° (Zers.). 

C,,H,,0,N>. Ber. N, 9,03. Gef. N, 9,24. 

Zur Hydrolyse wurde das so erhaltene Diazoketon in 2,41 Dioxan gelést und 
mit 199 cem 10-proz. Schwefelsiure 1 Stde. auf 60° und 2 Stdn. auf 80° erwarmt. 
Dann wurde in Wasser gegossen und zentrifugiert. Der Niederschlag wurde darauf 
neutral gewaschen, im Vakuum bei 50° getrocknet und aus Athylalkohol um- 
kristallisiert. Schmp. 143—-145°, Ausb. 130 g. 

C,,H,,0;. Ber. C 67,99, H5,37. Gef. C 67,95, H 5,47. 

Diese Verbindung wurde in essigsaurer Lésung mit Perjodsaiure oxydiert. 
Im Destillat konnte man mit einer alkoholischen Lisung von Dimedon die Di- 
medon-Formaldehyd-Verbindung von Schmp. 189° identifizieren. 

Die sekundire Carbomethoxygruppe ist gegen Saéure bestandig, wie wir am 
Beispiel der Carbomethoxy-4- phenyl- mandelsiure zeigen konnten. Beim Erhitzen 
mit 1-proz. Schwefelsdiure in Dioxan (2 Stdn. bei 60° u. 1 Stde. bei 80°) wurde die 
V erbindung unverandert wiedergewonnen. Dagegen wurde sie sc hon mit Kalium- 

carbonat in wiBrig methylalkoholischer Lésung bei Zimmertemperatur verseift. 
Da- V erseifungsprodukt konnte nicht in analysenreinem Zustand isoliert werden. 


1.3-Di-carbomethoxy-diphenyl-propanon-(2) 

Diese Verbindung wurde aus der Monocarbomethoxy-Verbindung mit 1,1 
Mol. Chlorameisensaure-methylester und 2 Mol. Pyridin in wasserfreiem 
Chloroform bei —10° hergestellt. Aus Athylalkohol umkristallisiert, schmolz sie 
bei 78—80° unter Zersetzung. 

©,5H,,0,. Ber. C 63,68, H5,06. Gef. C 63,81, H 5,14. 

Tie Autoren danken den Herren G. Valzelli und L. Talamona fiir ihre 
experimente!le Mitarbeit. 
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Zusammenfassung 


Es wurden zwei Gruppen von aromatischen Verbindungen als 
Nebennieren-Rindenhormon-Modelle synthetisiert. Die erste Gruppe 
besitzt ein durch Sauerstoffgruppen substituiertes Ringsystem und eine 
Ketocarbinol-Seitenkette, die zweite Gruppe hat ein unsubstituiertes 
Ringsystem und eine Dioxy-aceton-Seitenkette. Einige dieser Ver- 
bindungen zeigten in verschiedenen Tiertesten, die fiir die Nebennieren- 
Rindenhormone charakteristisch sind, eine mehr oder weniger ausge- 
praigte Aktivitiét. Am aktivsten erwies sich das Benzoyl-carbinol bzw. 
sein Acetat. 


Trennung von Glykogen und Galaktogen 
durch Elektrophorese auf Seide 


Von 
M. Geldmacher-Mallinckrodt und H. Weinland 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Erlangen 
(Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Dezember 1952) 


Fiir die Untersuchung der Polysaccharide ist die Papierelektro- 
phorese als Mittel zur Trennung und Isolierung bisher noch nicht an- 
gewandt worden. Insbesondere sind unseres Wissens keine speziellen 
Untersuchungen iiber das Verhalten der tierischen Polysaccharide im 
elektrischen Feld bekannt. Im folgenden versuchten wir, das Prinzip 
der Papierelektrophorese auf die Trennung von Glykogen und Galak- 
togen anzuwenden. 


1. Verhalten von Glykogen bei Papierelektrophorese 

Zunachst untersuchten wir die Wanderung von Glykogen unter 
aihnlichen Bedingungen, wie sie fiir die Trennung der Serumproteine 
ausgearbeitet wurden, in der hierzu entwickelten Elektrophoresekammer!. 

Das verwendete Glykogenpriparat war in der tiblichen Weise aus 
Kaninchenleber durch Verkochen mit Lauge gewonnen und anschlieBend 
durch mehrfaches Umfiallen mit Alkohol aus saurer und alkalischer 
Lésung von Verunreinigungen und Salzen befreit worden. 

Wir trugen 0,01 cem 10-proz. waBriger Glykogenlésung mit Pipette als feinen 
Strich senkrecht zur Stromrichtung auf Filtrierpapier Whatman Nr. 1 anoden- 
nahe auf und beschickten damit die mit Veronalnatrium-Natriumacetatpuffer 
vom py 8,6 und dem Ionenprodukt «x = 0,1 gefiillte Kammer. Die Elektrophorese 
wurde bei einer Netzspannung von 220 Volt im Eisschrank bei 5—7° C durchgefiihrt 
und nach 4 Stdn. beendet. 


1 W.GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 
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Zur Entwicklung des Streifens wurde zuerst das Glykogen verspeichelt und 
hernach der entstandene Zucker mittels der aus der Papierchromatographie be- 
kannten Methode mit Benzidin-Eisessig-Alkohol? nachgewiesen. 

Die Verspeichelung des Glykogens fiihrten wir in diesem Falle wie folgt 
durch: Der Streifen wurde 1 Stde. bei 37° in gesittigtem Wasserdampf gehalten, 
in feuchtem Zustand mit frischem zentrifugierten menschlichen Speichel bespriiht 
und nun frei hangend in wasserdampfgesittigter Atmosphire 1 Stde. bei 37° der 
Einwirkung der Speicheldiastase tiberlassen. Der Streifen wurde dann mit Warm- 
luft getrocknet und anschlieBend mit Benzidin-Kisessig-Alkohol entwickelt. Der 
eingetrocknete Speichel sowie der Veronalnatrium-Natriumacetatpuffer stéren 
die Reaktion nicht. Der entstandene Zucker wird als brauner Streifen auf dem 
Papier sichtbar. Seine Lage und Form bleiben vom EntwicklungsprozeB unbeein- 
fluBt. 

Es zeigte sich, da8 unter den genannten Bedingungen Glykogen 
als scharf begrenzter schmaler Streifen in Richtung nach der Kathode 
gewandert war. 

Glykogen wandert bei 220 Volt Netzspannung nicht nur unter 
den vorgenannten Bedingungen, sondern auch in Veronalnatrium- 
Natriumacetatpuffern vom py 6,4—9,3 sowie in KJ-Lésung (u = 0,1). 
Die Anwendung eines stirker sauren Puffers < p, 6,4 ist nicht ratsam, 
weil dabei eine Hydrolyse der Polysaccharide nicht auszuschlieBen ist; 
bei Benutzung eines Natriumacetat-Essigsiiurepuffers von py 4,7 stellten 
sich in einigen Versuchen die gewanderten Zonen breit und verwaschen 
dar. , 


2. Verwendung von Seide an Stelle des Papiers zur Elektro- 
phorese der Polysaccharide 


Der Nachweis eines Polysaccharids auf Papier ist nicht immer so 
einfach wie beim Glykogen. Er gelingt nur dann, wenn fiir das zu unter- 
suchende Polysaccharid entweder rasch verzuckernde Fermente oder 
andere Spezialreaktionen zur Verfiigung stehen. Keinesfalls darf die 
Cellulose des Papiers mitreagieren. 

So ist z. B. Kartoffelstarke auf Filtrierpapier durch Verspeicheln und 
Umsetzung des entstandenen Zuckers mit Benzidin-Kisessig oder auch durch Be- 
spriihen mit alkoholischer Jodlésung nachweisbar. 

Fiir andere als Glucosepolysaccharide ist diese Méglichkeit meist 
nicht gegeben. Das tierische Galaktosepolysaccharid Galaktogen gibt 
weder mit Jod eine Farbreaktion®, noch ist eine schnell wirkende Hydro- 
lase fiir dasselbe bekannt. Deshalb konnten wir es auf Papier nicht nach- 
weisen. Bei den allgemeinen Reaktionen auf Polysaccharide wie z. B. 
der Reaktion nach Molisch wiirde die Cellulose des Papiers mitreagieren. 

Wir suchten deshalb fiir die Elektrophorese dieser Substanz nach 
einer anderen indifferenten pordsen Triigersubstanz als Ersatz fiir 
Filtrierpapier. Hierbei waren wir darauf bedacht, ein Material zu finden, 
welches Polysaccharide nur schwach adsorbiert, so dai die Adsorptions- 
krafte von den elektrischen Kriften iiberwunden werden kénnen. Fiir 


* R. H. Horrocks, Nature [London] 164, 444 [1949]. 
3 F. May, Z. Biol. 91, 215 [1931]. 
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uns hat sich die reine Seide besonders gut bewihrt. Sie erméglicht bei 
unseren Versuchsbedingungen eine gute und schnelle Wanderung von 
Glykogen und Galaktogen im elektrischen Feld und erlaubt gleichzeitig 
die Anwendung eines empfindlichen Polysaccharidnachweises ohne 
selbst mitzureagieren. Die Seide muB ungefiirbt und dicht und gleich- 
maBig gewebt sein*. 

Stickstoffhaltige synthetische Gewebe wie Nylon usw. erwiesen 
sich infolge ihrer geringen Saugfihigkeit als ungeeignet. Ungeeignet 
war ferner reines Wollgewebe, das sich bei dem von uns verwendeten 
weiter unten beschriebenen Entwicklungsverfahren verfarbte. 

Vergleichende Versuche mit Streifen von 284 cm einerseits aus 
Seide und andererseits aus Filtrierpapier Whatman Nr. 1 ergaben, dab 
fiir die Elektrophorese von Polysacchariden die Seide dem Papier 
keinesfalls nachsteht: 

1. Die Wanderungsgeschwindigkeit des Glykogens in den ersten 

4 Stdn. ist auf Seide 1!4-mal so groB wie auf Papier. 

2. Die Festigkeit der Seide in nassem Zustand erleichtert das Arbeiten. 

3. Die auf den einzelnen Streifen entfallende Stromstirke betragt 
bei Anlegen einer Netzspannung von 220 Volt fiir Seide 1,2—1,5 mA, 
fir Papier 2,0—2,5 mA, liegt also in der gleichen GroéBenordnung. 

4. Der Nachweis von Zuckern mittels Benzidins ist auf Seide ebenso 
leicht méglich wie auf Papier. Die tiefbraunen Reaktionsstellen 
heben sich auf dem hellen Grund der Seide gut ab. 


3. Ein Nachweis fiir Stirken, Polysaccharide und Zucker 
auf Seide 


Zum Nachweis zuckerhaltiger Stoffe auf Seide benititzten wir zu- 
nichst die Furfurolbildung durch starke Mineralsiuren, wobei der 
Veronalpuffer nicht stort. 

Wir besprithten nach der Elektrophorese die eben noch feuchten Streifen 
mit 2-n.HCl und erwirmten 15 Min. bei 115°C. Die Lage des Polysaccharides 
gibt sich als schwarzbrauner Streifen auf weiBem Grund zu erkennen. Im Tages- 
licht zeigen die Streifen keine Veranderung. 

Mit dieser Reaktion lassen sich kleinere Mengen als 500 y Poly- 
saccharid auf einer Fliche von 2 cm? nicht mehr sicher nachweisen. 
Diese Methode wiirde daher in 2 mg Polysaccharidgemisch, einer Sub- 
stanzmenge, die wir bei unseren Elektrophoresen nicht tiberschritten, 
den Nachweis der Heraustrennung einer Komponente nur dann zu- 
lassen, wenn von dieser mindestens 500 y, das sind 25°%, vorliegen. 
Bei- natiirlichen Polysaccharidgemischen sind diese Verhiltnisse oft 
nicht gegeben. 

Der angegebene Polysaccharidnachweis liBt sich jedoch unter Aus- 
niitzung der Reaktion nach Molisch durch Besprithen mit alkoholischer 
schwefelsaurer x-Naphthollésung wesentlich empfindlicher gestalten, 


* Am besten bewihrte sich die sog. Toile de soie. 
5* 
2) 
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so daB, je nach der vorliegenden Substanz, Mengen bis zu 50 y als 
intensiv gefirbte Streifen sichtbar gemacht werden kénnen. Auch 
hierbei stért der Veronalpuffer nicht. 

Die alkoholische Entwicklerflissigkeit hat rein wasserigen Lésungen 
gegeniiber noch den besonderen Vorteil, dais die Kohlenhydratzonen 
ohne weiteres scharf begrenzt bleiben, wihrend bei Anwendung waB- 
riger Lésungen auch Seide mit Wasserdampf vorbehandelt sein muB, 
weil sonst die Gefahr einer Verwischung der Polysaccharidzonen durch 
Diffusion besteht. 

Das zur Entwicklung beniitzte Reagens wurde wie folgt hergestellt: Man 
lést 5 g «-Naphthol p. a. in 50 cem 96-proz. Athylalkohol und fiigt unter Kitihlung 
4cem konz. Schwefelsiure hinzu. Die schwach rot gefarbte Lésung wird kiih! 
und dunkel aufbewahrt und ist dann mehrere Tage haltbar. 

Mit dieser Lésung bespriiht man nach beendeter Elektrophorese die vdllig 
getrockneten Seidenstreifen und halt sie fiir 10 Min. bei 105°C. Dies wiederholt 
man bei Polysaccharidmengen unter 1 mg 2—3-mal. Die Lage des Polysaccharides 
gibt sich dann auf hellem Grund als violetter Streifen zu erkennen, dessen Inten- 
sitat durch die mehrmalige Behandlung zunimmt. Bespriiht man 6fter als 3-mal, 
so beginnt die Seide briichig zu werden. Die Reaktionsstellen sind bei Aufbewahrung 
der Seidenstreifen im Dunkeln lange Zeit bestindig. 

Mit dieser Farbreaktion kann man alle Poly- und Oligosaccharide und auch 
freien Zucker nachweisen. Bei Zuckern geniigt schon ecinmaliges Bespriihen und 
Trocknen. 


4. Elektrophorese von Galaktogen auf Seide 

Die Verwendung von Seide, zusammen mit dem geschilderten Ver- 
fahren zum Nachweis der Polysaccharide, erlaubte, das Verhalten von 
Galaktogen im elektrischen Feld zu priifen. 

Wir beniitzten ein Galaktogenpriiparat, das aus frischen Eiern von 
Helix pomatia* dargestellt war. 

Es zeigte sich, daB Galaktogen, in der Nahe der Anode aufgetragen, 
sowohl in Veronalnatrium-Natriumacetatpuffern von py 6,4—9,3 als 
auch in KJ-Lésung ebenso wie Glykogen in Richtung nach der Kathode 
wandert. Nur die Geschwindigkeit der Wanderung schien geringer zu 
sein. 


5. Zeitlicher Verlauf der Elektrophorese von Glykogen 
und Galaktogen auf Seide 

Wir verglichen nun die von Glykogen und Galaktogen bei der 
Elektrophorese in gleichen Zeiten zuriickgelegten Wegstrecken. Gear- 
beitet wurde bei 220 Volt Netzspannung, 5—7° C und py 9,3. 

Der Veronalnatrium-Natriumacetatpuffer von py 9,3 (u = 0,1) 
ist nach unseren bisherigen Erfahrungen am giinstigsten, auch hinsicht- 
lich seiner schwach alkalischen Reaktion. 


Herstellung des Puffers: 10,465 g Veronalnatrium, 6,909 g Natrium- 
acetat p.a. und 24,00 cem n/10-HCl werden mit in QuarzgefaBen doppelt destil- 
liertem Wasser auf 1/ aufgefiillt. Der pq-Wert dieser Pufferlésung liegt bei 25° C 
zwischen 9,30—9,31. Die Ionenstarke ist wu = 0,104. 


1 F. May, Z. Biol. 92, 325 [1932]. 
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Wir verwendeten dieselbe Pufferlésung héchstens fiir eine Zeit von 20 Stdn. 
Stromdurchgang und polten nach jeder Elektrophorese um. 

Vorbereitung der Seide: Es ist zweckmaBig, Seide etwa in der GréBe 
von 80x 30 cm zunachst mit Seifenlauge zu waschen, reichlich mit warmem Wasser, 
dann 5-mal mit je 2 / destilliertem Wasser zu spiilen und frei hangend zu trocknen. 
Danach wird die Seide fadengerade in 4 30 cm breite Streifen aufgeteilt. 

Durchfiihrung der Elektrophorese: Die Seidenstreifen werden mit 
Puffer getrinkt und zur Entfernung von iiberschiissiger Pufferlésung auf Filtrier- 
papier gelegt. Die Auftragsstelle fiir das Polysaccharid, die wir 6cm von der 
Streifenmitte entfernt wihlten, wird vor dem Auftragen der Polysaccharidlésung 
noch gesondert durch Einlegen zwischen schmales mehrfach gefaltetes Filtrier- 
papier getrocknet. Nach dem Aufspannen des Streifens auf den Rahmen der Elektro- 
phoresekammer werden 0,01 cem der zu untersuchenden Polysaccharidlisung mit 
blutzuckerpipette als Strich senkrecht zur Wanderungsrichtung aufgetragen und 
nun der Rahmen in die mit vorgekiihltem Puffer beschickte Kammer gebracht. 
Die Elektrophorese erfolgt im Eisschrank bei 4—7° C. 

Die Elektrophoresedauer wurde variiert von 20 Min. bis zu 20 Stdn. 
Die untersuchte Polysaccharidmenge betrug immer 1 mg, das sind 
0.01 cem einer 10-proz. Lésung. Die Polysaccharidlésungen wurden mit 
dest. Wasser tiglich frisch hergestellt. 

Es zeigte sich, daB die Wanderungsgeschwindigkeit sowohl von 
Glykogen als auch von Galaktogen wiihrend des Elektrophoreseablaufes 
nicht konstant ist, sondern mit fortschreitender Zeit stiéndig abnimmt. 
Nach 12 Stdn. ist sie bei beiden praktisch auf 0 abgesunken. Eine Ver- 
l’ingerung der Elektrophorese auf 20 Stdn. ist ungiinstig. Sie fiihrt zu 
verwaschenen, breiten Zonen, ohne das eine wesentliche Zunahme des 
zurickgelegten Weges beobachtet wird. 

Bei exakt gleichen Versuchsbedingungen wandert Glykogen stets 
schneller als Galaktogen. Unter gleichen Versuchsbedingungen ver- 
stehen wir hier nicht nur die Verwendung derselben Pufferlésung, 
sondern auch die gleichzeitige Durchfiihrung beider Analysen in einer 
gemeinsamen Elektrophoresekammer. 

Zu welcher Zeit man auch die Elektrophorese unterbricht, der 
Unterschied in der Wanderungsgeschwindigkeit von Glykogen und 
Galaktogen bleibt erhalten. Die verschiedenen Elektrophoresen wurden 
beendet nach 20 Min. sowie 1, 214, 4, 7, 12 und 20 Stdn. 

In Abb. 1 sind die von Glykogen und Galaktogen zuriickgelegten 
Wegstrecken in Abhangigkeit von der Zeit aufgetragen, wobei Werte, 
die in einem Versuchsgang gewonnen wurden, mit dem gleichen Index 
versehen sind. Man erkennt die Abnahme der Wanderungsgeschwindig- 
keit bei langerer Elektrophoresedauer und den einwandfrei getrennten 
Verlauf der beiden Kurven. 


6. Trennung von Glykogen und Galaktogen aus Gemischen 


In den Kurven der Abb. 1 ist der Gangunterschied zwischen Gly- 
kogen und Galaktogen nach 4 Stdn. auch bei mehrmals verwendetem 
Puffer und Arbeiten mit verschiedenen Kammern stets so konstant, 
daB er leicht erkennbar ist. Es war damit die Méglichkeit einer Trennung 
von Glykogen und Galaktogen durch Elektrophorese sehr wahrschein- 
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lich gemacht. Fiir diese Trennung mute eine Elektrophoresedauer von 
4 Stdn. geniigen. 

Die Trennung wurde zunichst aus einer im Reagensglas herge- 
stellten Mischung von gleichen Teilen waBriger 10-proz. Glykogen- und 
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Abb. 1. Zeit-Weg-Diagramm fiir Glykogen (1) und Galaktogen (II). 
e — Mebwerte fiir Glykogen © = Mefiwerte fiir Galaktogen 
Im gleichen Versuchsgang gewonnene Werte sind mit dem gleichen Index ver- 
versehen. Einzeln durchgefiihrte Elektrophoresen blieben unnumeriert. 


Galaktogenlésung versucht. Nach 4-stdg. Elektrophorese von 0,02 ccm 
dieser Lésung zeigten sich nach Entwicklung mit «-Naphthol 2 deut- 
lich getrennte Streifen (s. Abb. 2). Dabei war, gleichlaufend wie im 
Zinzelversuch, das Glykogen in Richtung auf die Kathode vorausge- 
wandert, was durch Identifizierung des Glykogens nach Verspeichelung 
sichergestellt wurde. 





Start Galaktogen Glykogen 
Abb. 2. Seidenstreifen nach 4-stdg. Elektrophorese von 0,02 cem einer 10-proz. 
Polysaccharidlésung aus gleichen Gewichtsteilen Glykogen und Galaktogen; 
Entwicklung mit «-Naphthol. 


Durchfiihrung der Identifizierung: Zwei Seidenstreifen, die mit “der 
gleichen Menge der zu analysierenden Polysaccharidlésung beschickt waren, werden 
im gleichen Versuchsgang der Elektrophorese unterworfen. Der eine Streifen wird 
zur Feststellung der Lage der beiden Polysaccharide direkt mit «-Naphthol ent- 
wickelt. Auf dem zweiten Streifen wird nach Verspeichelung des Glykogens der 
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entstandene Zucker mit Benzidin-Eisessig nachgewiesen, wobei an der Galak- 
togenstelle keine Reaktion eintritt. AnschlieBend wird derselbe Streifen mit «- 
Naphthol entwickelt, dabei wird Galaktogen als charakteristisch gefarbtes Band 
sichtbar. Die vorher durchgefiihrte Verspeichelung und die Benzidin-Reaktion 
stéren hierbei nicht. 


Ks ist besonders hervorzuheben, daB bei der Identifizierung an der 
Glykogenstelle nach Verspeichelung und Behandlung mit Benzidin das 
nachtriigliche Bespriihen mit «-Naphtholreagens keine zusiitzliche 
Farbreaktion hervorruft, die in unserem Falle Galaktogen anzeigen 
wiirde. Desgleichen wird nach Verspeichelung und Benzidinentwicklung 
an der Galaktogenstelle kein freier Zucker gefunden; d. h. bei der Elektro- 
phorese wird eine Aufteilung des Glykogen-Galaktogengemisches in die 
beiden reinen Komponenten erreicht. 

Wir priiften nun die Leistungsfihigkeit der Methode an verschie- 
denen Mischungen der beiden Polysaccharide. Dabei zeigte sich, daB 
in einem weiten Bereich Trennungen durchfiihrbar sind, gleichgiiltig, 
ob Glykogen oder Galaktogen im Uberschu8 vorhanden ist. 

Die fiir eine Einzelanalyse verwendbare Substanzmenge ist nach 
oben begrenzt durch die Léslichkeit des Polysaccharidgemisches in 
0,02—0,03 cem Wasser, da das Auftragen gréBerer Fliissigkeitsmengen 
durch Diffusion zu einer breiten Substanzverteilung fiihrt, was die 
sichere Auswertung erschwert. Daneben spielt aber noch die Viskositat 
der Polysaccharidlésung eine Rolle, weil hoher als 10-proz. Losungen 
nicht mehr gut pipettierbar sind. Aus diesen beiden Bedingungen er- 
rechnet sich, daB nur Substanzmengen bis zu 2 mg ohne Schwierig- 
keiten verwendet werden kénnen. 

Nach unten ist die Methode eingeschrinkt durch die begrenzte 
Empfindlichkeit des Polysaccharidnachweises mit «-Naphthol, das auf 
einer Fliche von 2 cm? nur noch 50 y Glykogen baw. 100 y Galaktogen 
nachzuweisen erlaubt. Es ist also zur Trennung von Gemischen mit 
5% Glykogen neben 95°, Galaktogen fiir eine Analyse mindestens 1 mg 
Substanz notwendig, wihrend bei einer Mischung von 5% Galaktogen 
und 95° Glykogen fiir die Trennung 2 mg aufgetragen werden miissen. 
Beim Mischungsverhaltnis 1:1 kénnen Mengen von 2 mg bis herunter 
zu 200 y eindeutig getrennt werden. In Glykogen-Galaktogengemischen, 
die von einer Komponente weniger als 5% enthalten, ist diese Kom- 
ponente nicht mehr nachweisbar. 


Tab. 1 gibt die Zusammensetzung der untersuchten Mischungen, 
geordnet nach steigendem Glykogengehalt. AuBerdem sind die pro 
Einzelanalyse eingesetzten Gesamtpolysaccharidmengen angegeben, da 
diese innerhalb der jeweiligen Mischungsverhiltnisse noch variiert 
wurden. Wie die Tabelle zeigt, werden die beiden Komponenten des 
Polysaccharidgemisches bei allen Untersuchungen immer dann durch 
Elektrophorese als zwei voneinander getrennte Streifen sichtbar ge- 
macht, wenn die Glykogen- bzw. Galaktogenmenge tiber der Nachweis- 
grenze mit «-Naphthol liegt. Trifft dies fiir eine der Komponenten nicht 
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Tab. 1. Elektrophorese von Glykogen-Galaktogen-Lésungsgemischen. 








; Zusammensetzung der untersuchten Lésungen 

5 |Verhaltnis| Gehalt an Glykogen u. Galaktogen | Gesamt- 

ah von in 0,02 cem poly- |nach Elektropho- 
‘co |Glykogen in % — saccharid-| rese u. Entwick- 
x zu wd 4 menge in | lung mit «-Naph- 
S Galak- | Gly- |Galak-|  Gly- Galak- | 0,02 cem |thol-Reagens ge- 
= ! 

togen | kogen] togen kogen togen mg funden: 

] 1:20 4,8 | 95,2 0,050 1,000 1,050 2 Farbstreifen 
2 1:10 9,1 | 90,9 0,100 1,000 1,100 2 Farbstreifen 
3 1:10 9,1 | 90,9 0,050 0,500 0,550 2 Farbstreifen 
4 i: 2 33,3 | 66,7 0,500 1,000 1,500 2 Farbstreifen 
5 Vy 33,3 | 66.7 0,050 0,100 0,150 2 Farbstreifen 
6 7-4: 1 50,0 | 50,0 1,000 1,000 2,000 | 2 Farbstreifen 
7 isa 50,0 | 50,0 0,100 0,100 0,200 2 Farbstreifen 
8 1 4ae 4 50,0 | 50,0 0,050 0,050 0,100 1 Farbstreifen 
9 1: 0,5 66,7 | 33.3 1,000 0,500 1,500 2 Farbstreifen 
10 | i: O07 90.9 9,1 1,000 0,100 1,100° | 2 Farbstreifen 
1] 1: 0] 90.9 9,1 0,500 0,050 0,550 1 Farbstreifen 
12 | 1: 0,05 | 95,2 4.8 2,000 0,100 2,100 2 Farbstreifen 
13 | 1: 0,05 | 95.2 | 4,8 | 1,000 0,050 1,050 | 1 Farbstreifen 





























zu, so findet man nach der Elektrophorese nur einen Streifen (Versuche 
Nr. 8, 11, 13 der Tab.). 

Die beschriebene sehr einfache und genaue Methode erlaubt somit 
eine Trennung von Glykogen und Galaktogen in sehr kleinen Substanz- 
mengen, welche auf andere Weise bisher nicht mehr analysiert werden 
konnten. Die Seidenelektrophorese kann deshalb dort von Bedeutung 
werden, wo Organe mit sehr geringem Polysaccharidgehalt untersucht 
werden sollen. 


Zusammenfassung 


In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, da Glykogen und Galak- 
togen im elektrischen Feld wandern. Die unterschiedliche Wanderungs- 
geschwindigkeit der beiden tierischen Polysaccharide bildet die Grund- 
lage fiir eine empfindliche Methode zu ihrer Trennung, wobei aus 2 mg 
eines Gemisches noch Anteile von 5% der anderen Komponente erfaBt 
werden k6énnen. 

Die Analyse kann in der zur Papierelektrophorese gebrauchlichen 
Kammer ausgefiihrt werden; das Filtrierpapier ist jedoch durch tierische 
Seide zu ersetzen. Zur Entwicklung der Seidenstreifen wird ein Nach- 
weis angegeben, der alle Polysaccharide erfaBt und auf Seide durch- 
fiihrbar ist. 
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Acetoinbildung mit gereinigter Apocarboxylase 
und synthetischer Cocarboxylase 


Von 
Wolfgang Langenbeck und Gottfried Faust 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14, Dezember 1952) 


Vor etwa 30 Jahren beobachteten Neuberg und Hirsch}, da’ 
sowohl bei der zellfreien Vergiirung von Zucker als auch der von Brenz- 
traubensiiure durch frische Hefen in Gegenwart von Benzaldehyd eine 
unverzweigte Kohlenstoffkette zwischen Benzaldehyd und Acetaldehyd 
gekniipft wird. Kurze Zeit spiter haben Neuberg und Ohle? die Struk- 
tur des auf diese Weise entstandenen Ketonalkohols als die des 1-Phenyl- 
acetylearbinols bestimmt. Hirsch*® konnte nach Vergirung einer »/10- 
Brenztraubensiurelésung Acetylmethylcarbinol nachweisen. 

Neuberg war der Ansicht, daB durch diese Reaktion das erste 
kohlenstoffkettenkniipfende Ferment, die Carboligase bzw. deren not- 
wendiges Vorhandensein, entdeckt worden sei. 

Als Dirscher]* die quantitative Acetoinbildung durch Decarboxy- 
lierung der Brenztraubensiure mit durch Acetaldehyd gefiltertem UV- 
Licht erméglichte, traten Meinungsverschiedenheiten hinsichtlich der 
t Existenz bzw. der Wirkung des Ferments Carboligase auf. Die eine 

| Gruppe mit Dirscher]l vertrat die Ansicht, da Carboligase als be- 

sonderes Ferment zur Acetoinbildung nicht notwendig sei, wihrend die 
Z andere Gruppe mit Neuberg dies zu widerlegen versuchte°. 

Aus den Ergebnissen dieser umfangreichen Arbeiten ist zu erkennen, 
da es durch den Nachweis des Acetoins in fermenthaltigen Losungen 
kaum oder nur sehr schwer méglich ist, tiber die Existenz eines beson- 
deren Ferments Carboligase zu entscheiden. Es wurde deshalb im Rahmen 
dieser Arbeit versucht, mit dem gereinigten Ferment Carboxylase, 








" das die Decarboxylierung der Brenztraubensiure bewirkt und damit den 
E besonders reaktionsbereiten Acetaldehyd bildet, ebenfalls eine 
g Acetoinbildung zu erreichen. Die Arbeit wurde dadurch sehr erleichtert, 
t daB das Coferment der Carboxylase als chemische Verbindung seit 1937 ® 
n 1 C. Neuberg u. J. Hirsch, Biochem. Z. 115, 282 [1921]. 
2 C. Neuberg u. H. Ohle, Biochem. Z. 127, 327 [1922]. 

1 8 J. Hirsch, Biochem. Z. 131, 178 [1922]. 

1- 4 W. Dirscherl, diese Z. 188, 225 [1930]; 201, 47, 78 [1931]; 219, 177 [1933]. 
- 5 W.Langenbeck, R.Hutschenreuter u. R.Jiittemann, Liebigs 


Ann. Chem. 485, 53 [1931]; W.Langenbeck, H. Wrede u. W. Schlocker- 
mann, diese Z. 227, 263 [1934]; Y.Tomiyasu, Biochem. Z. 289, 97 [1937]; 
B. Tanké u. L. Munk, diese Z. 262, 144 [1939/40]; A. Stepanow u. A. Kusin, 
Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1147, 2473 [1930]; E. Hofmann, Biochem. Z. 248, 429 
[1931]; Thomas P. Singer u. J. Pensky, Arch. Biochem. Biophysics 31, 457 
(1931). 

6 K. Lohmann u. P. Schuster, Biochem. Z. 294, 188 [1937]. 
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bekannt ist und synthetisch hergestellt werden kann. Es konnte bei der 
genauen Kenntnis des Coferments der Carboxylase versucht werden, 
durch Dialyse bei einem bestimmten py-Wert das natiirliche Coferment 
vom Apoferment zu trennen und durch Rekombination mit synthetischer 
Cocarboxylase ein wieder aktives Holoferment Carboxylase zu erhalten, 
das nun aus natiirlichem Apoferment und synthetischem Coferment 
besteht. Es muBte natiirlich gepriift werden, da die Dialyse vollstandig 
war, daB also das Apoferment nicht mehr decarboxylierend wirkte und 
daB ebenso mit inaktiven Apofermentpriaparaten keine Acetoinbildung 
erfolgte. 

Es gelang uns, dieses rekombinierte Holoferment aktiv wieder zu 
erhalten und wir konnten zeigen, daB dieses sowohl die Decarboxy- 
lierung der Brenztraubensiiure bewirkt, wie sich auch Acetoin in dem 
Giransatz der Brenztraubensiure nachweisen lief. 

Die Acetoinbildung durch Decarboxylierung der Brenztraubensiure 
148t dann nur noch zwei Moéglichkeiten offen: 

1. da die Cocarboxylase mit der natiirlichen gereinigten Apocarboxy- 
lase die Brenztraubensiiure decarboxyliert und_,,nascierenden 
Acetaldehyd* bildet, der sich dann entweder mit ebenso entstan- 
denem oder zugesetztem frisch destilliertem Acetaldehyd zu Acetoin 
kondensiert, ohne ein besonderes Ferment Carboligase zu dieser 
Kondensation zu benétigen, oder 

2. daB die natiirliche gereinigte Apocarboxylase noch ein anderes 
Apoferment, Apocarboligase, enthilt, das bei der Reinigung nicht 
abgetrennt werden konnte, das aber durch die Cocarboxylase eben- 
falls reaktiviert wird und die Acetoinkondensation bewirkt. Die 
Cocarboxylase ist nach dieser Auffassung sowohl das Coferment 
der Carboxylase als auch das Coferment der Carboligase. 


Die dritte Méglichkeit der Acetoinbildung durch ein Ferment, das 
sich nicht in Coferment und Apoferment trennen liBt, steht deshalb 
auBer Frage, weil in diesem Falle das durch Dialyse inaktive Apo- 
fermentgemisch ebenfalls eine Acetoinkondensation erméglichen miiBte. 


Beschreibung der Versuche 


Als Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung der Carboxylase dienten verschiedene 
Stimme untergiariger Bierhefe, die uns von dem Brauhaus Halle freundlicherweise 
iiberlassen wurden. Aus der frischen untergiarigen Bierhefe wurde nach mehrmaligem 
Auswaschen mit Wasser die Trockenhefe wie iiblich gewonnen, wobei beim Trocknen 
die Temperatur von 40° C nicht tiberschritten wurde. Die Trockenhefe wurde unter 
Toluolzusatz autolysiert und anschlieBend macerisiert. Die Macerationsdauer 
betrug 3—5 Stunden. Bei der Herstellung der Macerationssifte ist es vorteilhaft, 
nicht die 3—4-fache Menge an destilliertem Wasser zuzugeben, sondern mit bereits 
gepufferten Lésungen unter Zusatz von Ammonsulfat zu arbeiten. Zur Erreichung 
der gr6Bten Aktivitaét wurde das py-Maximum der Aktivitaét gemessen, das zwischen 
pu 5,9 und 6,1 lag. Nach dem Zentrifugieren wurden aus den Macerationssaften 
nichtaktive EiweiBbestandteile durch Zusatz von !/, Vol. Aceton bei 0° C ausgefallt 
und anschlieSend abzentrifugiert. Die so erhaltene Lésung wurde mit Ammonsulfat 
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nach den Angaben von Green und Mitarbeitern’ gereinigt und die Carboxylase- 
lésungen an einem Aluminiumhydroxydgel, das nach Willstatter und Kraut* 
bereitet wurde, adsorbiert und wieder eluiert. Diese Reinigungsoperationen der 
Carboxylase sind mit Aktivititsverlusten verbunden. Man muB deshalb versuchen, 
diese méglichst niedrig zu halten. Besonders wichtig ist, daB bestimmte Schwer- 
metallionen, in erster Linie Cut+-Ionen, entfernt oder ferngehalten werden, die 
die Aktivitaét der Carboxylase stark herabsetzen. 

Durch Dialyse bei pg 8,1 (Cellophan) wurde die Cocarboxylase abgetrennt. 
Unter Zusatz von synthetischer Cocarboxylase wurde die Rekombination zum 
Holoferment durchgefiihrt. Die Aktivitit der Carboxylasepriparate wurde an der 
Decarboxylierung des brenztraubensauren Natriums in gepufferten Losungen mit 
dem Warburg-Barcroft-Manometer gemessen. Die Acetoinbestimmung wurde 
nach Langenbeck® durchgefiihrt. 

Fiir den von Langenbeck!® eingefiihrten Begriff des carboligatischen Quo- 
tienten, den Dirscherl als Acetoinausbeute bezeichnet, ergab sich bei dem re- 
kombinierten Holoferment ein Wert von 0,2. 


Fiir die freundliche Uberlassunz von synthetischer Cocarboxylase sei der 
Firma Hoffmann La Roche A.-G., Grenzach Bd., auch an dieser Stelle gedankt. 


Zusammenfassung 


Gereinigte Apocarboxylase bei Gegenwart von reiner syntheti- 
scher Cocarboxylase ergibt mit Brenztraubenséure und Acctaldehyd 
dieselbe Acetoinausbeute wie roher Hefemacerationssaft. Cocarboxylase 
ist also gleichzeitig das Coferment der Decarboxylierung und der 
Acyloinbildung. 





7D. E.Green, D. Herbert u. V.Subrahmanyan, J. biol. Chemistry 
138, 327 [1941]. 

8 R. Willstatter u. H. Kraut, Ber. dtsch. chem. Ges. 56, 1117 [1923]. 

® W. Langenbeck, diese Z. 227, 263 [1934]. 

10 W. Langenbeck, Die organischen Katalysatoren und ihre Beziehungen 
zu den Fermenten, 2. Aufl., Springer 1949, S. 93/94. 


Die Isolierung von Rhodoxanthin 
aus den Federn einer FlaumfuBtaube 
Von 
Otto Volker 
Aus dem Zoologischen Institut der Justus-Liebig-Hochschule GieBen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1952) 

Wie an anderer Stelle bereits mitgeteilt wurde!, ist Rhodoxanthin, 
der Arillus-Farbstoff der Eibe, ein wesentlicher Bestandteil der roten 
Federfarbe der Cotingiden Phoenicircus nigricollis und Ph. carnifex, die 
zu den Schmuckvoégeln Siidamerikas gehéren, sowie einer Anzahl von 


1 0.Vélker, Naturwiss. 38, 565 [1951]; O. V6lker, J. Ornithol. 93, 122 
{1952}. 
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FlaumfuBtauben (Ptilinopodinac), die in Australien, Neu-Guinea und 
den benachbarten Inseln der Siidsee in vielen Arten verbreitet sind?. 

Bemerkenswerterweise erhalt man aus allen lipochromatisch roten, 
violetten und blauen Federregionen dieser Fruchttauben stets ein Caro- 
tinoid, das in allen seinen Eigenschaften mit Rhodoxanthin tberein- 
stimmt: Absorptionsspektrum, Verteilung, Léslichkeit, chromato- 
graphisches Verhalten, Mischchromatogramm. Modellversuche an ver- 
schiedenen Adsorptionsmitteln machen es sehr wahrscheinlich, daB ver- 
schiedene Adsorptionszustinde des Rhodoxanthins am artlich verschie- 


Abb. 1. Rhcdoxanthin aus 
Federa der FlaumfuBtaube 
Megaloprepia magnifica sub- 
spec. Aus Benzol-Methanol. 
Vergr6Berung 250 x. 





denen Keratin der Federn fiir die von Rot abweichenden Farbténe 
dieser Federn: Purpurrot, Violett und Blau, verantwortlich zu machen 
sind. 

In dieser Verwandtschaftsgruppe von Tauben ist Megaloprepia 
magnifica subspec. am reichsten an rotem Lipochrom, das hier grobe 
Teile des Unterseitengefieders intensiv rot fairbt, wahrend bei anderen 
Arten die lipochromhaltigen roten bis violetten Gefiederregionen dem- 
gegeniiber flichenma&Big stark zuriicktreten und entsprechend geringe 
Carotinoidmengen einschlieBen. 

Sieben Balge von Megaloprepia dienten als Ausgangsmaterial zur Isolierung 
des in ihnen enthaltenen Rhodoxanthins. Es wurden jedoch nur die distalen, rot- 
gefarbten Federabschnitte aufgearbeitet. Diese wurden je 24 Stdn. mit Benzin 
und Ather gewaschen und anschlieBend mit schwacher alkoholischer Natronlauge 
auf dem Wasserbad extrahiert. Dabei lieB sich der Farbstoff den Federn vollstandig 
entziehen und quantitativ ins Benzin iiberfiihren, von diesem in 90-proz. Methanol, 
dann erneut in frisches Benzin. Zur weiteren Reinigung wurde die Benzinlésung 
an Calciumcarbonat adsorbiert und Benzin- Benzolgemisc =he zum Entwickeln des 
Chromatogramms benutzt. Hierbei bildete das mengenmafig stark tiberwiegende 
Rhodoxanthin eine intensiv rosarote Zone, die sich von geringen Beimengungen 
gelber hypophasischer Carotinoide (Xanthophylle) abtrennen lieB. Elution des 
Pigments mit alkoholhaltigem Benzin. Nach dem Eindampfen im Vakuum erfolgte 


2 0. Volker, diese Z. 290, 223 [1952]; O. Vélker, J. Ornithol. 94, [1953]. 
im Druck. 
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die Aufnahme des Riickstandes mit wenig Benzin. Das ausgefallene Rhodoxanthin- 
Rohprodukt wurde in wenig heifem Benzol gelést und etwa dem vierfachen 
Volumen Methanol versetzt®. Das Rhodoxanthin schied sich hierauf in den charak- 
teristischen dunkelvioletten, lanzettformigen Kristallchen ab, jdie stahlblauen 
Oberflachenglanz zeigten und vielfach zu Rosetten zusammengewachsen waren 
(Abb. 1). Nach zweimaligem Umkristallisieren lag der Schmelzpunkt bei 216° 
(Mikro), Ein aus dem Arillus der Eibenfrucht (7'axus baccat1z) dargestelltes 
Rhodoxanthin-Vergleichspraparat (zweimal umkristallisiert) zeigte unter diesen 
Bedingungen denselben Schmelzpunkt. Ferner stimmten die kristalloptischen 
Kigenschaften (Dichroismus) sowie die Léslichkeit der beiden Praparate vollkom- 
men tiberein. 

Damit ist erstmals das Rhodoxanthin aus dem Tierk6rper in Sub- 
stanz gefaBt und mit ihm das zweite rote Lipochrom aus Vogelfedern 
endgiiltig charakterisiert. Auch in dem vorliegenden Falle hat das Ca- 
rotinoid durch die Verteilung auf die enorme Oberfliche der Federn 
und sein jahrzehntelanges Verharren in diesen — die Bilge hatten ein 
durchschnittliches Alter von 40 Jahren — seine Kristallisationsfihig- 
keit nicht eingebiBt. 

Die FlaumfuBtauben diirften als Nahrungsspezialisten fiir Beeren 
und fleischige Friichte das Rhodoxanthin aus diesen beziehen und es 
in vollig unverinderter Form in den Federn als Schmuckfarbe wieder 
ablagern. 

Herrn Prof. Dr. E. Stresemann, Berlin, habe ich fiir die Unterstiitzung 
meiner Arbeit zu danken, der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die 
Gewahrung einer Sachbeihilfe. 


3 R. Kuhn u. H. Brockmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 828 [1933]. 


Die Gewinnung reiner Actinomycine durch Gegenstromverteilung 
(V. Mitteil. tiber Actinomycin) * 
Von 
Hans Brockmann und Norbert Pfennig 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat @éttingen 
(Der Schriftleitung zugeganzen am 24, Dezember 1952) 
Das aus Streptomyces chrysomallus isolierte g2lbrote Antibioticum 
Actinomycin C!]aBt sich durch Siurehydrolyse zu d-Valin, l-Threonin, 
Sarkosin, /-Prolin, N-Methyl-l-valin sowie d-Alloisoleucin und durch 


Bariumhydroxyd zum roten, kristallisierten Despeptido-actinomycin C 





* TV. Mitteil. H. Brockmann u. N. Pfennig, Naturwiss. 39, 429 [1952]; 
XIV. Mitteil. tiber Antibiotica aus Actinomyceten. 
1H. Brockmann u. N. Grubhofer, Naturwiss. 36, 376 [1949]. 
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abbauen? 3, Es ist dem von Todd und Mitarbeitern? untersuchten 
Actinomycin B sehr ahnlich, unterscheidet sich von ihm aber deutlich 
durch Schmelzp., spezifische Drehung und durch seinen Gehalt an d- 
Alloisoleucin, das dem Actinomycin B fehlt. Nach Todd ist Actinomy- 
cin B wahrscheinlich mit dem schon 1940 von Waksman® aus Strepto- 
myccs antibioticus isolierten Actinomycin A identisch. Durch die Unter- 
suchungen der englischen Autoren und die in unserem Institut durch- 
gefiihrten Arbeiten! ?»3 sind die Actinomycine als Reprisentanten einer 
neuen Naturstoffgruppe erkannt, die man als Chromopeptide den 
Chromoproteiden an die Seite stellen kann. 

Das einheitlich kristallisierende, nach den klassischen Kriterien 
als homogen anzusehende Actinomycin C hat sich bei der fraktionierten 
Gegenstromverteilung in Ather/5,6-proz. Salzsiiure als Gemisch mehrerer 
Actinomycine entpuppt? 3. Die klassischen Reinheitskriterien sind also 
bei den Actinomycinen ebenso unzureichend wie bei anderen Polypeptid- 
Antibioticis, z. B. den Polymyxinen, Bacitracinen und Subtilinen. Da 
durch diesen Befund die Einheitlichkeit aller bisher erhaltenen Actino- 
mycinpraparate zweifelhaft wird, bestand die nichste und fiir die weitere 
Bearbeitung der Actinomycine wichtigste Aufgabe darin, ein Verfahren 
zur Gewinnung einheitlicher Actinomycine ausfindig zu machen. Nur 
mit einem solchen Verfahren liBt sich entscheiden, wie viele verschiedene 
Actinomycine die- Streptomyces-Arten erzeugen, nur mit einheitlichen 
Priparaten kann die Konstitution der verschiedenen Actinomycine auf- 
geklart werden. Fiir die Gewinnung reiner Actinomycine gibt es zwei 
Wege: 1. Zerlegung von Actinomycingemischen durch fraktionierte 
Gegenstromverteilung und 2. Suche nach Stimmen, die nur ein einziges 
Actinomycin bilden. Wir haben beide Wege beschritten und berichten 
zuerst tiber unsere mikrobiologischen Versuche. 


I. Actinomycine aus verschiedenen Streptomyces-Stéimmen 


Mit der Frage, ob es Streptomycs-Stiimme gibt, die nur ein Acti- 
nomycin bilden, hingt eng die andere zusammen, ob unser bislang zur 
Actinomycingewinnung verwendeter Streptomyces chrysomallus-Stamm 
Nr. la einheitlich ist. Seine Fihigkeit, mehrere Actinomycine zu produ- 
zieren, kénnte nimlich dadurch bedingt sein, daf} er eine Population 
mehrerer Varianten ist, von denen jede nur ein bestimmtes Actinomycin 
hervorbringt. Ware das der Fall, dann wiirde die mikrobiologische 
Trennung der Varianten das gleiche leisten wie die priiparative Trennung 

2 H. Brockmann u. N. Grubhofer, Naturwiss. 37, 494 [1950]. 

3H. Brockmann, N.Grubhofer, W. Kass u. H. Kalbe, Chem. Ber. 
$4, 260 [1951]. 

_ _4C.E. Dalgliesh u. A. R. Todd, Nature [London] 164, 830 [1949]; C. E. 
Dalgliesh, A. W. Johnson u. A. R. Todd, J. chem. Soe. [London] 1950, 2946. 

5 8. A.Waksman u. H. B. Woodruff, J. Bacteriology 40, 583 [1940]; 
Proc. Soc. exp. Biol. Med. 45, 609 [1940]; S.A. Waksman u. M. Tishler, J. 
biol. Chemistry 142, 519 [1942]. 
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des Actinomycingemisches und bequemer als diese zu reinen Actinomy- 
cinen fiihren. 

Tatsichlich hat die mikrobiologische Untersuchung  unseres 
Stammes la ergeben, daf er nicht einheitlich ist. Aus filtrierten Sus- 
pensionen seiner Sporen lieBen sich im PlattenguBverfahren drei mor- 
phologisch deutlich unterschiedene Varianten gewinnen, die bei weiteren 
Uberimpfungen stabil blieben und im folgenden als laG, laGM und laW 
bezeichnet sind®. Von diesen Varianten, sowie von einer lange nicht 
iberimpften Elternkultur laU des Stammes la wurden, um sicher einheit- 
liche Stéimme zu erhalten, Einsporkulturen angelegt’. Das aus den Nahr- 
lésungen dieser Kulturen isolierte, kristallisierte Actinomycin haben 
wir in einer 40-stufigen Gegenstromverteilung im System Ather/5,6-proz. 
Salzsiiure auf Einheitlichkeit geprift. Die dabei erhaltenen Verteilungs- 
kurven waren bei allen Priparaten einander so ahnlich, da$ wir uns auf 
die Wiedergabe eines Beispiels (Abb. 1) beschriinken. Die beiden Maxima 
zeigen eindeutig die Anwesenheit von zwei verschiedenen Actinomy- 
cinen, die wir als C, und C, bezeichnet haben. Der flache Anstieg zum 
ersten Maximum deutet auf Vorliegen einer dritten Komponente, die 
spiter in Substanz isoliert (Abschn. II) und Actinomycin C, genannt 
wurde. Fiir das Gemisch der drei Actinomycine C,, C, und C, behalten 
wir vorléufig die Bezeichnung Actinomycin C bei. 

Unsere Versuche beweisen, daB einheitliche Stimme imstande sind, 
mehrere Actinomycine nebeneinander zu bilden und sie zeigen ferner, 
daB fiir die Uneinheitlichkeit unseres Actinomycins C nicht die Unein- 
heitlichkeit des Stammes la verantwortlich zu machen ist. Dieser Be- 
fund schlieBt selbstverstindlich nicht aus, daB es auch Stimme gibt, 
die nur ein Actinomycin produzieren. Wir haben daher unsere Unter- 
suchung auf 11 andere Actinomycinbildner unserer mehr als 2000 Staéimme 
umfassenden Actinomyceten-Sammlung ausgedehnt. Drei Staémme 
(Nr. 116, 192 und 330) wurden als Einsporkulturen verwendet. Die 
Untersuchung der aus den 11 Stémmen isolierten Actinomycinpriaparate 
hat folgendes ergeben: 

Das Actinomycin der Einsporkulturen von Stamm 192 sowie das 
der Stimme 326, 327 und Wal 679 gab Verteilungskurven wie in Abb. 1. 
Einen etwas anderen Verlauf dagegen hatten die Kurven (Abb. 2) des 
aus Stamm 331 sowie aus den Einsporkulturen der Stémme 116 und 
330 erhaltenen Actinomycins. Ihre fast gleich hohen Maxima zeigen, 
dafi Actinomycin C, und C, in anniihernd gleicher Menge vorhanden 
sind. Auch hier verrit der flache Anstieg zum ersten Maximum das 
Vorliegen von Actinomycin C,. DaB sich das Verhiltnis C,:C, in Ab- 
hingigkeit von der Stickstoffversorgung des Stammes findern kann, 

6 Die eingehende Beschreibung der Varianten und alle Einzelheiten der hier 
nur kurz angefiihrten mikrobiologischen Versuche finden sich bei N. Pfennig, 


Arch. Mikrobiol., im Druck. 
? Kulturen, die aus einer einzigen, mit dem Mikromanipulator entnommenen 


Spore hervorgegangen sind. 
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zeigt Stamm Wal 679. Ist die Stickstoffquelle Natriumnitrat, so bildet 
er ein Actinomycingemisch, das mehr C, als C, enthalt (Kurve wie in f y,, 
Abb. 1). Wird der Stickstoff dagegen in Form von Glykokoll zugefiihrt, men; 
so entsteht ein Actinomycingemisch mit der Verteilungskurve der F x;ho 
Abb. 2, d.h. Actinomycin C, und C, sind nunmehr in gleicher Menge Fy o¢¢ 


vorhanden. 


Vor einiger Zeit wurde in unserem Institut aus einem als Sétenich 3 , 
myci 
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Abb. 1. Gegenstromverteilung von Actinomycin C aus Stamm laU/E, 
in Ather/5,6-proz. Salzsiure iiber 40 Stufen. ----..-» Berechnete Werte. 3. 
Abb. 2. Gegenstromverteilung von Actinomycin C aus Stamm 330/E, Actino 
in Ather/5,6-proz. Salzsiure iiber 40 Stufen. -..----- Berechnete Werte. nitrat 
lich. 
staben X gekennzeichnetes Actinomycin isoliert®, das sich durch Vo 
Schmelzp., Léslichkeit und spezifische Drehung deutlich von unserenf 9 Actir 
Actinomycin-C-Praparaten unterscheidet. Dagegen ist es dem von Todd in 


untersuchten Actinomycin B sehr dhnlich. Seine Verteilungskurvef 4 My 
(Abb. 3) zeigt einen ganz anderen Verlauf als die unserer bisher unter-f yet jgy 
suchten Actinomycin-Priparate und lift erkennen, daB hier in der Einspor 
Hauptsache nur eine Komponente vorhanden ist, der in geringer Menge} mehr A 
ein zweites Actinomycin beigemischt ist. Dem Idealfall emes Stammes,f go. Ver 
der nur ein einziges Actinomycin bildet, ist man hier also schon rechtf penen | 
nahe. Auer Sétenich 3 fanden wir noch zwei andere Stémme (Wind 731} Boj pei, 
und Ami 634), die ebenfalls Actinomycin X erzeugen. 330/E.) 

Die bisher untersuchten Actinomycinbildner unserer Sammlung ws), -enc 
jassen sich also in drei Gruppen einteilen, die auch mikrobiologisch deut-f yo, 4 ot 
jich voneinander unterschieden sind ®. ee 


8 H. Linge, Diss. Gottingen 1951. 9 W. 
Hoppe-s 
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1.Gruppe. Stamme der Streptomyces chrysomallus-Gruppe®. Ihr 
Mycel enthalt weniger als 5% der insgesamt erzeugten Actinomycin- 
menge. Das von ihnen gebildete Actinomycingemisch gibt im System 
Ather-Salzsiure die in Abb. 1 gezeigte Verteilungskurve. Best> Stick- 
stoffquelle ist Natriumnitrat. 

2. Gruppe. Staémme 116, 330 und 331. Mehr als 15°% des Actino- 
mycins findet sich im Mycel. Die Actinomycinbildung ist am besten auf 
Nihrlésungen, die als Stickstoffquelle Natriumnitrat enthalten. Thr 
Actinomycin gibt Verteilungskurven wie in Abb. 2. 
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~ r Abb. 3. Gegenstromverteilung von 
S Actinomycin X in Ather/5,6-proz. 
s Salzsiure tiber 40 Stufen. 
- Berech~ete Werte. 














3.Gruppe. Stamme, die Actinomycin X (Abb. 3) erzeugen. Die 
Actinomycinbildung unterbleibt, wenn als Stickstofflieferant Natrium- 
nitrat verwendet wird; zur Actinomycinbildung ist Glykokoll erforder- 
lich. 

Von insgesamt 12 bisher von uns untersuchten Stémmen bilden 
9 Actinomycin C und 3 Actinomycin X. 

In Tab. 1 sind fiir eine Reihe von Stimmen die aus Nahrlésung 
und Mycel erhaltenen Actinomycin-Ausbeuten angegeben. Bemerkens- 
wert ist, daB die aus der Variante laU unseres la-Stammes erhaltene 
Einsporkultur laU/E, im Mycel und in der Kulturlésung rund 10-mal 
mehr Actinomycin enthalt als der Stamm la. Interessant ist ferner 


‘Fder Vergleich der beiden Stémme 116 und 330 mit den daraus gewon- 


nenen Einsporkulturen 116/E, und 116/E, bzw. 330/E, und 330/E,. 
Bei beiden Stémmen produziert die eine Einsporkultur (116/E, und 
330/E,) etwa doppelt soviel Actinomycin wie die Ausgangskultur, 
wihrend die Einsporkulturen 116/E, und 330/E, kein bzw. nur Spuren 


‘Fvon Actinomycin bilden. 


® W. Lindenbein, Arch. Mikrobiol. 17, 361 [1952]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 292 6 
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Tab. 1. Actinomycin-Ausbeuten bei verschiedenen Stémmen. 
Kristallisiertes 
Trockengewicht Kristallisiertes | Actinomycin in mg 
Stamm des Mycels in g | Actinomycin in mg|_ wie in Spalte 3 
pro J Kulturfl. pro 1 Kulturfl. bezogen auf 1 g 
Trockenmycel. 
la 2,3 19,0 8 
laW 1,2 34 20 
laG 1,2 2] 17 
laU 2,2 63 30 
laU/E, 2,2 202 94 
laW/E, 1,2 = 
116 2,3 50 21 
116/E, 2,8 ~~ ss 
116/E, 3.6 118 33 
330 2,8 94 34 
330/E, 4,0 172 43 
330/E, 4,0 0,7 F 0,2 











II. Praiparative Trennung der Actinomycine 
durch Gegenstromverteilung 


Um die Komponenten C,, C, und C, unseres Actinomycins niher 
zu charakterisieren, war es notwendig, sie in Substanz zu isolieren. Um 
das zu erreichen, mubte die Gegenstromverteilung des Actinomycin- 
gemisches in priiparativem Mafstab durchgefiihrt werden. Dafiir ist 
das System Ather/5,6-proz. Salzsiure nicht geeignet, weil Actinomycin 
durch laingere Einwirkung der Saiure abgebaut wird. Bei den oben ge- 
schilderten analytischen Gegenstromverteilungen, die sich in 2 Stdn. 
durchfiihren lassen, fillt dieser Abbau nicht ins Gewicht. Bei einer 
priparativen Trennung dagegen, die, um reine Actinomycine zu liefern, 
iiber mindestens 150 Stufen gefiihrt werden mu und daher viel Zeit 
kostet, wiirde der Hauptteil des Actinomycins durch die Salzsiure ver- 
aindert werden. 

Bei der Suche nach anderen Lésungsmittelsystemen kam es darauf 
an, fiir die wiBrige Phase einen Lésungsvermittler zu finden, der an 
Stelle der Salzsiure das Actinomycin in ausreichender Konzentration 
in Lésung bringt, ohne es anzugreifen. Ein solehcr Lésungsvermittler 
ist, wie wir fanden, Harnstoff!®. Eine 30-proz. wi®rige Harnstofflésung 
in Kombination mit einer Mischung aus Methyl-butylaither und »-Dibu- 
tylither im Vol.-Verhaltnis 71:29 erwies sich als ein System, in dem 
Actinomycin C einen fiir die Gegenstromverteilung giinstigen Vertei- 
lungskoeffizienten besitzt und vdllig bestindig ist. Diese Lésungs- 
mittelkombination hat auBerdem den fiir praiparative Trennungen we- 
sentlichen Vorzug, mehr Actinomycin aufzunehmen als Ather-Salz- 
siure und kcine leicht fliichtigen Komponenten zu enthalten. 





10H. Brockmann u. N. Pfennig, Naturwiss. 89, 429 [1952]. 
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In diesem neuen System haben wir 220 mg Actinomycin C, das aus 
einer Einsporkultur der Variante laU stammte, iiber 180 Stufen ver- 
teilt. Die Kurve dieser Verteilung (Abb. 4) laBt neben den beiden Maxima, 
die auch bei den oben gezeigten Kurven (Ather/5,6-proz. Salzsiiure) vor- 
handen sind, ein kleineres, drittes Maximum erkennen, an dessen Stelle 
bei den 40-stufigen Verteilungen nur ein flacher Anstieg zum ersten 
Maximum vorhanden ist. Aus den in Abb. 4 durch Schraffierung kennt- 
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Abb. 4. 180-stufige Verteilung von 220mg Actinomycin C aus Stamm laU/E, 
in Methyl-butylather + -Dibutylather (Vol.-Verh. 71:29)/30-proz. Harnstoff- 
lésung. ----------- Berechnete Kurve, Gefundene Kurve. 
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lich gemachten Stufen (28—51, 62—77 und 95—128) konnten wir die 
den drei Maxima entsprechenden Komponenten C,, C, und C; in kristalli- 
sierter Form gewinnen. 

Actinomycin C, und C, unterscheiden sich im Schmelzp. und in 
der spezifischen Drehung nicht merklich von dem als Ausgangsmaterial 
eingesetzten Actinomycingemisch. Von Actinomycin C, konnte noch 
keine zuverlissige Bestimmung der spezifischen Drehung durchgefihrt 
werden, weil nur sehr kleine Mengen zur Verfiigung standen. 

Nachdem sich das System Methyl-butylither—n-Dibutylather/Harn- 
stofflésung zur Trennung der Actinomycine als geeignet erwiesen hatte, 
war noch zu priifen, ob die in diesem System auftretenden Maxima den 
in Ather-Salzsiure beobachteten entsprechen, d. h. ob die Auftrennung 
in beiden Systemen gleichartig erfolgt. Zu dem Zweck wurden zwei 

6* 
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verschiedene Actinomycinpraparate einmal in Ather/5,6-proz. Salzsiure 
und einmal im System Methyl-butylither -- n-Dibutylather/30-proz. 
Harnstofflésung iiber die gleiche Zahl Stufen verteilt. Abb. 1 und 5 
zeigen an einem Beispiel, daB der Kurvenverlauf in beiden Systemen 
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Abb. 5. Gegenstromverteilung von Actinomycin C aus Stamm laU/K, in Methy!- 
butylather + n-Dibutylather (72:28)/30-proz. Harnstofflésung tiber 40 Stufen. 
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Abb. 6. Gegenstromverteilung von Actinomycin C, und Cy, 
in Ather/5,6-proz. Salzsiure iiber 40 Stufen. 


der gleiche ist. Ferner haben wir das durch Verteilung von Actinomycin C 
im Harnstoff-System gewonnene Actinomycin C, und C, einer 40-stufigen 
Verteilung in Ather/5,6-proz. Salzsiiure unterworfen. Wie aus den Kurven 
(Abb. 6) hervorgeht, verhalten sich die beiden Actinomycine in Ather- 
Salzsiure wie einheitliche Substanzen. Die Reihenfolge der Maxima 


(C, nach C,) ist die gleiche wie im Harnstoff-System. 


Damit ist bewiesen, 
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da die Trennung der Actinomycine in Ather/5,6-proz. Salzsiiure genau 
so verlauft wie im Harnstoff-System und fiir analytische Zwecke dem- 
nach dasselbe leistet wie dieses. Der etwas zu flache Anstieg der Kurven 
in Abb. 6 ist auf einen geringfiigigen Abbau durch die Salzsaure zuriick- 
zufiihren. 

Bei Versuchen, den Harnstoff durch andere Lésungsvermittler zu 
ersetzen, fanden wir, daB eine 5-proz. Lésung von Natrium-p-xylol- 
sulfonat in Verbindung mit dem Methyl-butylither — n-Dibutylather- 
Gemisch das gleiche leistet wie die Harnstofflosung (Abb. 7). Dieser 
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Abb. 7. Gegenstromverteilung von Actinomycin C aus Stamm 1aU/E, in Methyl- 
butylather + n-Dibutylather (60:40)/5-proz. Lésung von Natrium-p-xylolsulfonat. 





gegeniiber hat die Xylolsulfonatlésung den Vorteil, mehr Actinomycin 
aufzunehmen, so da8 man als obere Phase auch Methylbutylither allein 
verwenden kann. 


III. Die Aminosiuren der Actinomycine 


Als Chromopeptide kénnen sich die verschiedenen Actinomycine 
sowohl im chromophoren Teil als auch im Peptidteil ihres Molekiils 
unterscheiden. Um Unterschiede im chromophoren Teil festzustellen, 
miiBte man sie durch Barythydrolyse abbauen und die dabei entstan- 
denen Despeptido-actinomycine miteinander vergleichen. Da unser 
Material hierfiir nicht ausreichte und wir es iiberdies fiir wahrschein- 
licher hielten, daB die konstitutionellen Unterschiede zwischen den 
Actinomycinen im Peptidteil zu suchen sind, haben wir zunachst ver- 
sucht, durch Papierchromatographie qualitative Unterschiede im Amino- 
siuregehalt des Actinomycins C,, C, und C, ausfindig zu machen. Dazu 
wurden die Praparate durch Salzsiurehydrolyse abgebaut und die 
Hydrolysate im Papierchromatogramm gepriift. Zur Entwicklung ver- 
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wendeten wir im absteigenden Verfahren »-Butanol/Eisessig/Wasser 
und anschlieBend in der gleichen Laufrichtung o-Kresol, wodurch eine 
gute Trennung des Sarkosins von Threonin erreicht wurde. Tab. 2 zeigt 
das Ergebnis. Die angegebenen Konfigurationen sind durch die friihcr 
durchgefiihrten Abbauversuche mit Actinomycin C, bei denen die Amino- 
siuren in Substanz isoliert wurden, bewiesen. 


Tab. 2. Die Aminosiuren der Actinomycine. 





Actinomycin C,| Actinomycin C. | Actinomycin C,} Actinomycin X 





I-Threonin 1-Threonin 1-Threonin /-Threonin 

Sarkosin Sarkosin Sarkosin Sarkosin 

l-Prolin 1-Prolin 1-Prolin l-Prolin 

d-Valin d-Valin d-Valin 

V-Methyl-/-valin NV-Methyl-l-valin N-Methyl-l-valin | .V-Methyl-l-valin 
_ d-Alloisoleucin d-A}lloisoleucin — 


Actinomycin C, enthilt sechs verschiedene Aminosiiuren, im Ac- 
tinomycin C,, C; und X dagegen finden sich nur fiinf. Unterschiede 
bestehen im Gehalt an d-Allo-isoleucin und d-Valin. Actinomycin C, 
enthalt sowohl Allo-isoleucin als auch d-Valin, wihrend Actinomycin C, 
nur Allo-isoleucin und Actinomycin C, nur d-Valin aufweist. Actino- 
mycin C, liefert beim Abbau die gleichen Aminosiuren wie Actinomy- 
cin X und Actinomycin A bzw. B. Ob Actinomycin C,, X, A und B 
identisch sind oder sich im Gehalt der einzelnen Aminosiuren unter- 
scheiden, bleibt weiteren im Gange befindlichen Untersuchungen vor- 
behalten. Durch die Ergebnisse der Tab. 2 ist die Existenz von drei 
verschiedenen Actinomycinen sicher nachgewiesen. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem ,,Fonds der Chemie” 
und besonders den Farbenfabriken Bayer, Werk Elberfeld, danken wir fiir 
die groBziigige Unterstiitzung und Férderung unserer Arbeiten. 


Beschreibung der Versuche 


Die untersuchten Stémme waren in der iiblichen Weise aus Erdproben ver- 
schiedener Herkunft (Tab. 3) von W. Lindenbein u. J. Olfermann isoliert. 


Tab. 3. Herkunft der untersuchten Stamme. 











Stamm Herkunft 

la Waldboden aus der Umgebung Gottingen 
116 Waldboden aus der Umgebung Gottangen 
192 Waldboden, Schénberg, Niederbayern 
330 Kalkboden, Werleshausen 

326 Kalkboden 

Bus Kalkboden 

Wal 679 Walheim bei Aachen, Schieferboden 
Soétenich 3 Kalkboden, Eifel 

Wind 731 Schafweide, Windhuk, Siidafrika, Kalahari 
Ami 634 Lehmboden, Oststaaten, USA 
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Die morphologische und physiologische Beschreibung der Stémme und An- 

gaben tiber die Anlage der Einsporkulturen ist an anderer Stelle veréffentlicht®. 

Die Stémme wurden auf Schrigagar-Rohrchen kultiviert und von hier auf 
die in P-Kolben befindliche Nahrlésung abgeimpft. 

Zusammensetzung des Nahragars. 2ccm Glycerin, 0,25 g Glykokoll, 
01g NaCl, 0,1 g KH,PO,, 0,01 g MgSO,-7H,O, 0,001 g FeSO,-7H,O, 0,001 g 
CaCO 3, 0,1 com Hoaglandsche Spurenlésung, 2 ccm Hefekochsaft und 2 g Agar 
auf 100 cem dest. Wasser. 

Zusammensetzung der Nahrlésung. Die bei allen Versuchen mit Ac- 
tinomycin C bildenden Staémmen verwendeté Nahrlésung enthielt in 1/ dest. 
Wasser: 20g Glycerin, 8,5 g NaNO,, 18g KH,PO,, 1,2 g K,HPO,, 2¢ NaCl, 
2¢ MgSO,°7H,0, 0,05 g FeSO,-7H,O, 1 com Hoaglandsche Spurenldésung. 

Bei den Actinomycin X bildenden Stémmen wurden 2,5 g Glykokoll an Stelle 
von 8,5 g NaNO, verwendet. 

Isolierung der Actinomycine. Den durch ein Tuch vom Mycel ab- 
filtrierten Nahrlosungen der einzelnen Stiimme entzog man das Actinomycin durch 
mehrmaliges Durchschiitteln mit Benzol, trocknete den Benzolauszug mit Natrium- 
sulfat und gab ihn durch eine Saéule aus Aluminiumoxyd II. Die orangerote Zone 
eluierte man mit Essigester. Beim Einengen des Eluates i. Vak. kristallisierte in 
den meisten Fallen das Actinomycin aus. Andernfalls trat Kristallisation auf Zu- 
satz von Schwefelkohlenstoff ein. Zur Reinigung wurde aus Essigester-Schwefel- 
kohlenstoff umkristallisiert. 

Analytische Gegenstromverteilung der Actinomycine. Sie wurde 
in der von Grubhofer! angegebenen 40-stufigen Verteilungsapparatur durch- 
gefiihrt, deren GefaBe von jeder Phase 50 ccm fassen. In dieser Apparatur lieBen 
sich im System Ather-Salzsiure maximal etwa 10mg Actinomycin verarbeiten. 
Die iiber 40 Stufen gefiihrte Verteilung dauerte 2—3 Stdn. Sofort nach Beendigung 
wurde der Inhalt der 40 GefaéBe in 40 Kélbchen iiberfiihrt und mit 8-n.Natron- 
lauge auf py 5—6 eingestellt. Beim Umschiitteln ging das Actinomycin in die 
Atherphase, deren Extinktion im Stufenphotometer (ZeiB-Pulfrich) mit Filter 1 
(450 mu) gemessen wurde. 

Praparative Gegenstromverteilung. Eine Mischung aus 71 Vol.-Tln. 
Methyl-butylither (Sdp.70,1°) und 29 Vol.-Tln. 2-Dibutylather (Sdp. 140°) — beide 
peroxydfrei — wurde mit einer mindestens 12 Stdn. vorher angesetzten 30-proz. 
Harnstofflésung ins Gleichgewicht gebracht. Bei Siedehitze lésten sich etwa 
140 mg fein gepulvertes Actinomycin in 100 ccm der Athermischung. 100 ccm 
Harnstofflésung nahmen bei Raumtemperatur etwa 100 mg Actinomycin auf; 
Krwarmen verringerte die Léslichkeit. Von der mit Actinomycin gesittigten 
Athermischung und Harnstofflésung fiillte man je 50 ccm in die beiden ersten 
GefaBe der Verteilungsapparatur! und stellte durch 60-maliges Schiitteln das 
Verteilungsgleichgewicht ein. AnschlieBend wurde iiber 180 Stufen verteilt. Das 
eingesetzte Actinomycin (220mg) entstammte der Einsporkultur laU/E,. Die 
Aufarbeitung der beiden Phasen erfolgte getrennt. Aus der Harnstofflésung lie8 
sich das Actinomycin mit Benzol ausschiitteln (erforderlich etwa 200 ccm pro | 
Harnstofflésung). Die Benzollésung filtrierte man durch eine Saule aus Aluminium- 
oxyd II und eluierte die gelbrote Actinomycinzone mit Essigester. Beim Einengen 
des Essigesters kristallisierte das Actinomycin aus. 

Die vereinigten Atherphasen der Verteilungsmaxima wurden i. Vak. ein- 
geengt, wobei der Methylbutylather zuerst tiberging und Harnstoff ausfiel. Aus 
der vom Harnstoff abfiltrierten Lésung wurde das Actinomycin an Aluminium- 
oxyd II adsorbiert und die Saéule gut mit Benzol durchgewaschen. Elution mit 
Essigester und Einengen des Eluates lieferte kristallisiertes Actinomycin. 

Gegenstromverteilung im System Methyl- butylather — n-Dibu- 
tvlather/Natrium-p-xylolsulfonatlésung. Eine Losung von 50 g Natrium-p- 
xvlolsulfonat in 17 dest. Wasser wurde friihestens 12 Stdn. nach dem Ansetzen 





UN. Grubhofer, Chem.-Ing.-Techn. 22, 209 [1950]. 
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mit einer Mischung aus Methyl-butylaither und n-Dibutylither (Vol.-Verh. 6:4) 
ins Gleichgewicht gebracht. In das erste GefaB der 40-stufigen Verteilungsappara- 
tur wurden 50 cem der oberen Phase, enthaltend 10 mg Actinomycin C, eingefiillt. 
Verteilt wurde iiber 40 Stufen. Zur Aufnahme der Verteilungskurve wurden beide 
Phasen im ZeiB-Pulfrich-Photometer (Filter 1, Kiivette 50 mm) gemessen. 

Charakterisierung der Actinomycine C,, Cy und C;. 

Schmelzpunktbestimmung. Bei der iiblichen Schmelzpunktbestim- 
mung im Berl-Block tritt Verfliissigung unter Meniskusbildung erst ein, wenn 
sich das Actinomycin braun farbt und unter Blasenbildung zersetzt. Zur Charak- 
terisierung der einzelnen Actinomycine wurde die Schmelzpunkt-Bestimmung 
auf dem Kofler-Block unter mikroskopischer Beobachtung durchgefiihrt. Einige 
Kristallchen zerdriickte man zwischen Objekttriger und Deckglas und brachte 
das Priparat auf den auf 100° vorgewirmten Heiztisch. Die Temperatur wurde 
um 6°/Min. und von 200° ab um 5°/Min. gesteigert. Bei 235° begannen die kleinen 
Splitterchen der Actinomycin-C-Praparate den Objekttriger zu benetzen. Bei 
237° hatten alle Kristalle unter Beibehaltung der orangeroten Farbe ihre Kristall- 
struktur verloren und eine honigihnliche Konsistenz angenommen. Dieser Punkt 
ist im folgenden als Schmp. angegeben. Wird weiter erhitzt, so setzt bei 240° Braun- 
farbung ein und die Substanz wird zunehmend diinnfliissiger. Gleichzeitig beginnt 
die Blasenbildung, die bei 246° unter Dunkelbraunfairbung der Substanz starker 
wird. Der auf dem Kofler-Block bestimmte Schmp., definiert durch den Verlust 
der Kristallstruktur, liegt niedriger als der im Berl-Block bei Meniskusbildung 
der Schmelze ermittelte. 

Spezifische Drehung. Die spezifische Drehung wurde mit exsiccator- 
trockenen Praparaten in einem 1-dm-Rohr mit 1,8 cem Fassungsvermégen durch- 
gefiihrt. 


Tab. 4. Schmelzpunkte und spezifische Drehung der Actinomycine. 


Acti ci : - 

Tinereekultur.  Schmp. (Kofler-Block) [a2 
wey 237° — 325° (Methanol) 2 mg/ecm 
laU/E, 237° — 354° (Benzol) 2 mg/cem 
laU/E, 237° 360° (Benzol) 4 mg/cem 
Actinomy cin X 247° - 393° (Benzol)  4mg/ccm 
Actinomycin C, 238° - 363° (Benzol) 4 mg/ccem 
Actinomycin C, 234° 357° (Benzol) 4 mg/ccm 


Hydrolytischer Abbau der Actinomycine. Lésungen von 2 mg der 
einzelnen Actinomycine in 2ccem konz. Salzsiure wurden im zugeschmolzenen 
R6hrchen 40 Stdn. auf 100° erhitzt. Das im Rohr dunkelolivgriine, bei Luftzutritt 
bald rotbraun werdende, salzsaure Hydrolysat wurde auf dem Wasserbad zur 
Trockene verdampft. Den Riickstand nahm man in 0,5 cem heiBem Wasser auf 
und brachte von dieser Lésung 0,1 ccm auf Streifen von Filtrierpapier (Schleicher 
& Schill, Nr. 2043b). Entwickelt wurde mit Butanol-Eisessig-Wasser (Vol.- 
Verh. 40:10:50). Nachdem die mobile Phase den unteren Rand des Streifens er- 
reicht hatte, wurde getrocknet und mit o-Kresol nachentwickelt, um eine gute 
Trennung des Threonins von Sarkosin zu erreichen. Die Laufstrecke des Kresols 
betrug etwa 23 cm (bis in die Héhe zwischen Prolin und Valin). Nach Trocknen 
bei 100° wurde mit 0,1-proz. Ninhydrinlésung bespriiht und bis zum deutlichen 
Sichtbarwerden der Flecken 5—10 Min. bei 100° getrocknet. 
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Die freien Aminosauren der menschlichen Haut 
Von 
G. Leonhardi, I. v. Glasenapp und G. Briihl 
Aus der Universitéts-Hautklinik Frankfurt a. M, (Direktor: Prof, Dr, Dr. O, Gans) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1, Dezember 1952) 


Als Grundlage fiir die weitere Untersuchung des Eiweifstoff- 
wechsels wurden die freien Aminosiuren der Haut papierchromato- 
graphisch bestimmt. Da die Haut kein funktionell einheitliches Organ 
ist, wurdén Cutis und Epidermis getrennt untersucht, obwohl auch 
dabei keine vollig einheitlichen Gewebe erfaBt werden. Die Cutis ist 
Stiitzgewebe, in welches Haarbalge und Driisenschliuche eingebettet 
sind, die Epidermis ist Trager des aktiven Gewebsstoffwechsels und 
wird aus mehreren Zellagen verschiedener Funktion aufgebaut. Ferner 
wurde der wasserlésliche Oberflichenfilm der Haut, der sich aus dem 
SchweiB, der Perspiratio insensibilis sowie den Endprodukten der 
Keratolyse zusammensetzt, analysiert. 

Wir verwendeten dazu die Haut gesunder Versuchspersonen bzw. 
normale Leichenhaut. Die Epidermis wurde mit der von Baumberger 
und Mitarbb. angegebenen Hitzemethode! von der Cutis abgetrennt 
und der wasserlésliche Oberflichenfilm durch feuchtes Abwischen der 
Haut gewonnen. Die waBrigen Cutis- und Epidermisextrakte wurden 
mit Athanol enteiwei8t?. In den so erhaltenen Aminosiurelésungen 
waren keine Peptide mehr nachweisbar. Glutamin wird zum Teil in 
Pyrrolidoncarbonsiiure umgewandelt*. Die Oberflichenextrakte ent- 
hielten von vornherein weder EiweiB noch Peptide. 

Bei der chromatographischen Analyse wurde die aufsteigende 
Technik benutzt. Mit Ausnahme von Phenylalanin und Leucin lieBen 
sich simtliche Aminoséiuren der Haut zweidimensional im «-Picolin/ 
Phenol-Chromatogramm**® abtrennen. Eine Trennung von Phenyl- 
alanin und Leucin gelang nach Elution und erneuter Chromatographie 
in Isopropylalkohol* *, Die unbekannten Aminosiuren wurden zuniichst 
durch ihre Ry-Werte, die mit reinen Aminosiuren erneut gepriift worden 
waren, bestimmt. Nach Elution — und nétigenfalls Anreicherung*® — 
konnten die betreffenden Aminosiuren in Parallelliufen und Misch- 
chromatogrammen mit der entsprechenden reinen Aminosiure ein- 
dimensional in «-Picolin, Phenol bzw. Isopropylalkohol endgiiltig iden- 


1]. P. Baumberger, V. Suntzeff u. E. E. Cowdry, J. nat. Cancer Inst. 
2, 413 [1942]. 

2 J. Awapara, Arch. Biochemistry 19, Nr. 1 [1948]. 

3 J. Awapara, A.J. Landua u. R. Fuerst, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 5, 457 [1950]. 

4 P. Decker u. W. Riffart, Chemiker-Ztg. 74, 261 [1950]. 

5 P. Decker, W. Riffart u. G. Oberneder, Naturwiss. 38, 1 [1951]. 

6 R.Consden, A. H. Gordon u. A. J.P. Martin, Biochem. J. 41, 590 
[1947]. 
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tifiziert werden. Histidin, Tyrosin, Arginin und Tryptophan lieBen sich 
mit spezifischen Farbreaktionen auf dem Papier nachweisen. Glutamin 
wurde durch Saéurehydrolyse zu Glutaminsiure desamidiert’. 

Auf diese Weise konnten simtliche ninhydrinpositiven Verbin- 
dungen, die auf den Chromatogrammen erschienen, identifiziert werden. 
Eine genaue Analyse fraglicher Farbflecke war durch Anwendung ver- 
schiedener Liésungsmittel in allen Fillen méglich. Es ist daher anzu- 
nehmen, da diejenigen Aminosiiuren, welche nicht aufgefunden wurden, 
normalerweise in der menschlichen Haut nicht in freier Form vor- 
kommen. 

Insgesamt wurden in den Hautextrakten 22 Aminosiuren auf- 
gefunden (s. Tabelle). Die Konzentration der einzelnen Aminosauren 
wurde nach der Intensitit der Ninhydrinreaktion geschitzt. Individuelle 
Unterschiede in der Aminosiiurenzusammensetzung der einzelnen Haut- 
schichten traten niemals auf. Mit Sicherheit auszuschlieBen sind: Aspara- 
gin, #-Alanin, Cystein, Cystin, Dioxyphenylalanin, Glucosamin, Gluta- 
thion, Histamin, Methionin, Norleucin, Norvalin und Sarkosin. 











Relative Konzentration 
Aminosaéuren 
Cutis | Epidermis | Oberflaiche 

1] Asparaginsiure ........ -! +4 a 
2} Glutaminsfure......... spo co oe 
DRONMN ces cols s ase, i GS ae ++4 +++ +a 
oie Cl. 0 <0 | i.e i asa ++4 ft +++ 
Be eeeOMIN. 62 28a) eS «ts 4 a + 
POM PABOTININ coo Go ares wy os Se +-+4 +++ a+ 4. 
PAP AWAOR he a Sa we sO oe ma ae 
6] aryptephan. ..... ..... « os + oe 
DA PBOM as See Be SoS eee ++} ++ 4++ 
10] Phenylalanin . .......: - oe + 
UE ES) OT AS eee mes ea +- +4 +4- 
IP AeNO 2s le weak elk fw lS + - - 
sj [Ae 1 er = + 
[a5 SeabeNI. cs sk Se ee eS +-+ + 2) 
15) Citrullin ee ae (O Angie A: aA, 
iS; Mismam . . 2s nw hw ws z + + 
SW MPOISIMANIN Go OS ts Gow ok & ene @ (+) =o 
MS RPMI cs: 5. So oe cee Ge fad ca) oe +4 +-- 4) 
19] Cysteinsiure ......... + @ @ 
20] @xyprolin .......«. a) (4) (+) (+) 
PA MORESEIN ns onc iaeos sss Gs (+) (+) ee) 
22} «-Aminobuttersiure ...... (+) D D 

















Die freien Aminosduren der menschlichen Haut, getrennt nach Cutis, Epidermis 

und Oberfliche. Die Aminosdiuren wurden nach der Intensitit ihrer Ninhydrin- 

reaktion quantitativ geschitzt (+-+-+ stark, +- mittel, -+ == schwach, 

(++) = vorhanden, jedoch bei der iiblichen Konzentration auf den Chromato- 

grammen nicht sichtbar, @ == nicht vorhanden). Wie im Text ausgefiihrt, sind 

die Aminosiuremengen der einzelnen Hautschichten verschieden groB, so daB ein 
Vergleich untereinander nicht méglich ist. 


7 Vel. C. E. Dent, Biochem. J. 48, 169 [1948]. 
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Bezogen auf das Gewebstrockengewicht, ergab sich ein durch- 
schnittlicher Rest-N-Gehalt der Cutis von 0,1 g% und ein solcher der 
Epidermis von 1,51 g%. Auf die Epidermis entfallt prozentual auch 
eine gr6Bere Menge an freien Aminosiuren. Die Stickstoffwerte, die in 
den Oberflaichenextrakten bestimmt wurden, schwankten zwischen 
11,9 und 16,8 mg®/,, was aus der unterschiedlichen SchweiBsekretion 
und Ké6rpergr6Be der betreffenden Versuchspersonen zu erkliiren ist. 

Bei der Betrachtung der qualitativen Zusammensetzung der freien 
Aminosiuren der Haut fiallt der geringe Gehalt an schwefelhaltigen 
Aminosauren auf, obwohl bekannt ist, da die Haut sehr reich an 
Schwefel und insbesondere an Sulfhydrylgruppen ist. Trotzdem konnten 
nur Cysteinsiure und Taurin, d. h. Oxydationsprodukte von Cystin bzw. 
Cystein’-"! nachgewiesen werden. Es wurde zunichst vermutet, dah 
Cysteinsiure wihrend der Aufarbeitung und Chromatographie ent- 
standen ist. Reines Cystin, welches in gleicher Weise behandelt worden 
war, wurde jedoch niemals zu Cysteinsiure oxydiert. Es mufi daher 
angenommen werden, dafi Cysteinsiure ein normaler Bestandteil der 
Haut ist. Cystin und Methionin liegen offenbar nur in gebundener Form 
vor. Uber die Bedeutung des Taurins in der Haut ist bisher nichts be- 
kannt. Cysteinsiure wurde ebenso wie x-Aminobuttersiiure nur in der 
Cutis nachgewiesen. Diese Verbindungen diirften aus den Haarbalgen 
stammen und Abbauprodukte der fiir die Haarkeratinbildung bendtigten 
schwefelhaltigen Aminosiiuren sein. 

Die gleichzeitige Anwesenheit von Ornithin, Citrullin und Arginin 
in der Haut sowie der hohe Harnstoffgehalt des SchweiBes lassen eine 
selbstiindige Harnstoffsynthese der Haut vermuten, zumal erst kiirz- 
lich die Existenz von Arginase in der Haut bestiitigt wurde’. Glutamin- 
siiure und Glutamin, welche in der Niere die Amidingruppe des Arginins 
liefern!3, konnten ebenfalls aufgefunden werden. 

Prolin und Oxyprolin sind in der Haut nur in so geringen Mengen 
vorhanden, daB sie bei der iiblichen Konzentration der Extrakte auf 
den Chromatogrammen nicht sichtbar waren. Zu ihrer Identifizierung 
wurden daher stark konzentrierte Lésungen chromatographiert. 

Leucin und Isoleucin konnten nicht mit Sicherheit voneinander 
getrennt werden. Bei Parallelliufen mit den reinen Aminosiuren schien 
es sich bei der in der Haut aufgefundenen Aminosiure um Leucin zu 
handeln. 

In der zur Verfiigung stehenden Literatur ist bisher eine voll- 
stiindige Analyse der freien Aminosiuren der menschlichen Haut nicht 
beschrieben worden. Rothman und Sullivan fanden auf der Haut- 

8 F, Bernheim u. M. L. C. Bernheim, J. biol. Chemistry 127, 695 [1939]. 

® G. Medes, Biochem. J. 38, 1559 [1939]. 

10 H. Blaschko, Biochem. J. 36, 571 [1942]. 

11 J, Awapara, Nature [London] 165 [1950]. 

122. J. van Scott, Science [Washington] 113, 601 [1951]. 

13H, Borsooku. J. W. Dubnoff, J. biol. Chemistry 141, 717 [1943]. 
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oberflache 16 freie Aminosauren!*, Mit Ausnahme von Oxylysin konnten 
diese Aminosiuren in den von uns untersuchten Oberflachenextrakten 
ebenfalls aufgefunden und dariiber hinaus Histidin, Phenylalanin und 
Tryptophan nachgewiesen werden. Hier, Cornbleet und Bergeim 
fanden im menschlichen SchweiB Arginin, Histidin, Threonin, Tyrosin, 
Valin, Leucin, Isoleucin, Lysin, Phenylalanin und Tryptophan”. 
Weitere Untersuchungen wurden in Epidermisextrakten von Miusen ° 
sowie in der normalen Kalbsepidermis!’ durchgefiihrt. 


Beschreibung der Versuche 
l. Extraktion der Hautaminosauren 


a) Hautoberflache: Die Hautoberflichenextrakte wurden durch feuchtes 
Abwischen gesunder Hautpartien von Brust und Riicken gewonnen'*, Die Brust- 
fliche wurde begrenzt von Halsansatz, Clavicula, vorderer Axillarlinie und Giirtel- 
linie, die Riickenfliche vom 7. Halswirbel, der Spina Scapulae, der hinteren Axillar- 
linie und der, Giirtellinie. Die Versuchspersonen erhielten am Tage vor Versuchs- 
beginn ein Reinigungsbad und ein frisches Leinenhemd und wurden angehalten, 
wahrend der Dauer des Versuches den Oberkérper nicht zu waschen. Darauf wurden 
die genannten Hautpartien an drei aufeinanderfolgenden Tagen mittels eines 
aminosaurefreien, in aqua bidest. getrankten Wattebausches, welcher nur mit 
Gummihandschuhen angefa&t wurde, je dreimal abgewischt. Der Wattebausch 
wurde stets gut ausgedriickt und anschlieBend mit frischem aqua bidest. griind- 
lich ausgewascheh. Das Waschwasser wurde auf dem Wasserbad bis zur Trockne 
eingedampft und der- Riickstand kiihl aufbewahrt. Im Waschwasser des 3. Tages 
wurden die Trockenriickstande des 1. und 2. Tages erneut aufgenommen, auf dem 
Wasserbad bis auf wenige ccm eingeengt, heif filtriert und das Filtrat bis zur 
Trockne eingedampft. Das Einengen der Waschwisser im Vakuum unter Stick- 
stoffzufuhr verbesserte die Ausbeute an Aminosauren nicht. 

b) Epidermis und Cutis: Die Epidermis- und Cutisextrakte wurden zunachst 
aus Hautlappen, die bei Operationen abfielen, gewonnen. Da jedoch hinsichtlich 
des qualitativen Aminosiuregehaltes gegeniiber frischer Leichenhaut kein Unter- 
schied bestand, wurden die spateren Untersuchungen an Leichenhaut durchgefiihrt. 

Von einem gréReren Hautlappen wurde das Unterhautfettgewebe sorgfaltig 
entfernt. Darauf wurde die Haut griindlich mit Ather gereinigt und auf einer Eisen- 
platte auf 45° erwirmt; bei dieser Temperatur lift sich die Epidermis als diinnes 
Hautchen leicht von der Cutis abziehen!. Die so gewonnene Epidermis wurde mit 
der Schere zerkleinert. mit Quarzsand im Mérser zerrieben, mit wenig heiBem 
Wasser | Stde. extrahiert und filtriert. Die Cutis wurde ebenfalls zerkleinert, mit 
heiBem Wasser etwa 10 Min. homogenisiert, 1 Stde. stehengelassen und filtriert. 
Die Extrakte wurden nach Awa para? enteiweiBt: Die Filtrate wurden mit Athanol 
versetzt, bis keine weitere Triibung auftrat, und zentrifugiert. Der klare Uber- 
stand wurde dekantiert, mit der dreifachen Menge Chloroform vermi:cht und die 
obere waBrige Phase, welche die Aminosiiuren enthielt, im Scheidetrichter abge- 
trennt. Der waBrige Aminosduréextrakt wurde auf dem Wasserbad zur Trockne 
eingedampft. 

c) Konzentration der Extrakte: Der gelb bis braun gefirbte Trocken- 


riickstand der Hautaminosidureextrakte wurde in einer abgemessenen Menge Wasser 





14§., Rothman u. M. B. Sullivan, J. Investig. Dermatol. 18, 319 [1949]. 

15 SW. Hier, T. Cornbleet u. O. Bergeim, J. biol. Chemistry 166, 327 
[1946]. 

16, Roberts u. G. H. Tishkoff, Science [New York] 109, 14 [1949]. 

17 T, Astrup, G.Carlstré6m u. A. Stage, Acta physiol. scand. 24, 202 
[1951]. 
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aufgenommen und in der Lésung zunachst die Konzentration der Aminosaiuren 
bestimmt: 

20 cmm der Aminosiurelésung wurden auf ein Filterpapier getropft und mit 
Ninhydrin angefarbt. Die Intensitat der Blaufarbung erlaubte eine grobe Schatzung 
der Aminosaéurekonzentration. 

Steigende Mengen der Aminosiurelésung (20—100 cmm) wurden eindimen- 
sional chromatographiert. Diejenige Menge, die — nach Anfarben mit Ninhydrin — 
deutlich sichtbare und gut abgegrenzte Aminosaureflecke lieferte, wurde darauf 
zweidimensional chromatographiert. 

d) Rest-N-Bestimmung: Hautstiicke verschiedener Versuchspersonen 
wurden halbiert und etwa zu gleichen Teilen abgewogen. In der einen Portion 


wurde zunichst das Feuchtgewicht und — nach Trennung von Epidermis und 
Cutis — das Trockengewicht (24 Stdn. trocknen bei 100°) bestimmt. Die zweite 


Portion wurde wie iiblich extrahiert, enteiweiBt und im Extrakt der Stickstoff 
nach Kjeldahl bestimmt (als Vorlage Borsaure, titriert mit »/100-Schwefelsaure). 
In den Oberflichenextrakten wurde der Stickstoff jeweils aus einem Versuch 
(3-tagiges Abwischen) bestimmt. 


2. Papierchromatographie 


Es kam die ein- und zweidimensionale aufsteigende Technik zur Anwendung. 
Dabei wurde die Papiersorte Schleicher & Schiill Nr. 2043b benutzt. 

Lésungsmittel4 5; Wassergesiittigtes Phenol. Das handelsiibliche Phenol 
wurde vorher zur Reinigung iiber Zinkstaub destilliert. 

«-Picolin. Es wurde ein Gemisch von 70°% x-Picolin, 2°, Ammoniak und 
28°, Wasser verwendet. - 

Isopropylalkohol in einem Gemisch von 70°, Isopropylalkohol, 20°, Eis- 
essig und 10°, Wasser. 

Die entwickelten Papierchromatogramme wurden bei 50° im Trockenschrank 
bis zum Verschwinden des Lésungsmittelgeruches getrocknet; bei Phenol erwies 
sich ein Nachtrocknen von einigen Minuten bei 100° als zweckmaBig. Als Spray- 
reagens diente eine 0,1-proz. Ninhydrinlésung in sek. Butanol. 


3. Identifizierung einzelner Aminosauren 


a) Paulys Diazoreaktion: Das Chromatogramm wird zuniachst mit einer 
10-proz. Sodalésung und darauf mit waBriger Diabenzolsulfosiurelésung bespriiht ; 
zwischen den beiden Sprays wird das Papier getrocknet. Tyrosin und Histidin 
bilden dabei einen roten Farbstoff. Die Reaktion erwies sich als empfindlicher als 
die Ninhydrinprobe und war auch nach der Ninhydrinreaktion noch anwendbar. 

b) Sakaguschi-Reaktion: Arginin farbt sich beim Bespriihen mit 10-proz. 
Natronlauge, 2-proz. alkoholischer x-Naphthollésung und Natriumhypobromit rot. 
Die Reaktion war ebenfalls nach erfolgter Ninhydrinprobe noch positiv. 

c) Reaktion mit Ehrlichs Aldehyd: Tryptophan gibt mit einer waB- 
rigen, salzsauren p-Dimethylaminobenzaldehydlisung eine blauviolette Farbe, die 
nach etwa 20 Stdn. in Griin iibergeht. 

d) Reaktion mit Nitroprussidnatrium: Cystein und Glutathion farben 
sich mit waBrigen Lésungen von Nitroprussidnatrium und 10-proz. Natronlauge 
auf dem Papier violettrot. Dabei ist es notwendig, die beiden Lésungen unmit- 
telbar hintereinander zu sprayen. Die Violettfarbung ist nur wenige Minuten 
haltbar. Ninhydrin stért die Reaktion nicht. Auch Cystin kann mit dieser Reak- 
tion nachgewiesen werden, wenn es vor der Chromatographie mit KCN zu Cystein 
reduziert wird. 

e) H,O,-Methode zum Nachweis von Cystin als Cysteinsaiure: 1 ccm 
einer 0,1-proz. Cystinlésung wurde mit 1 cem Perhydrol versetzt, 2—3 Tage stehen- 
gelassen und chromatographiert. Im Rr-Bereich von Cystin ist die Ninhydrin- 
reaktion jetzt negativ, und im Bereich der Cysteinsaure tritt ein neuer Ninhydrin- 
fleck auf. 

f) Saurehydrolyse zum Nachweis des Glutamins als Glutamin- 
siiure: 1 cem der Analysenlésung wurde in einer Ampulle mit 1 cem 6-n.HCl ver- 
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setzt, die Ampulle wurde zugeschmolzen und 24 Stdn. im Trockenschrank bei 
100° stehengelassen. Nach Abdampfen der HCl] auf dem Wasserbad wurde der 
Riickstand mit aqua bidest. auf das Ausgangsvolumen aufgefiillt und chromato- 
graphiert. Dabei wird die Ninhydrinreaktion im Rr-Bereich von Glutamin negativ 
und tritt im Bereich von Glutaminsidure verstirkt auf. Die iibrigen Ninhydrin- 
flecke veranderten sich nicht, wodurch die Anwesenheit von Peptiden ausgeschlossen 
werden konnte. 


Ausgefiihrt mit Mittem der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 


Zusammenfassung 


Es wurden die freien Aminosiiuren der menschlichen Haut — 
getrennt nach Cutis, Epidermis und dem wasserléslichen Oberflichen- 
film — papierchromatographisch analysiert. Insgesamt konnten 
22 Aminosiuren nachgewiesen werden. Cystin und Methionin liegen 
in der Haut nicht als freie Aminosiuren vor. 


Ein klinisches Verfahren zur Bestimmung 
von basischen Suchtmitteln im Harn* 
Von 
: Horst Jatzkewitz 
Aus dem Klirmischen Institut der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie 


(Max-Planck-Institut) (Direktor: Prof. Dr. W. Wagner) und aus der Universitétsnervenklinik 
(Direktor: ehem. Prof. Dr. G. Stertz, jetzt Prof. Dr. K. Kolle), Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Februar 1953) 


Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. phil. 
Dr. med. h.c. A. Butenandt, zum 50. Geburtstag 


Das hier beschriebene Verfahren zur Bestimmung basischer Sucht- 
(und Arznei-)mittel (auch -kombinationen) im Harn entsprang dem 
Bestreben, dem klinischen Laboratorium in Sucht- (und Vergiftungs-) 
fallen die sichere Bestimmung der Pharmaka im Harn zu erméglichen. 
“ast alle bisher fiir klinische und forensische Zwecke angewandten 
Methoden zur Bestimmung von Suchtmitteln im Harn Siichtiger werden, 
von andern Mangeln abgesehen, nicht der Tatsache gerecht, daB heute 
nur wenige Siichtige ,,Morphin‘‘-isten sind. Der tiberwiegende Anteil 
bevorzugt die vollsynthetischen Analgetica (Polamidon, Cliradon, 
Dolantin). Da die Zahl dieser Pharmaka und damit wahrscheinlich 
auch die Zahl der Suchtmittel wichst, lag es nahe, sich einer Methode 
zu bedienen, die im Prinzip allen Schwierigkeiten begegnen kann, die 
es erlaubt, geringste Substanzmengen (auch in Mischung) zu differen- 
zieren und qualitativ zu bestimmen, der Papierchromatographie’. 


* Der Inhalt dieser Arbeit wurde am gemeinsamen ,,Klinischen Abend“ 
(7. 1.53) der beiden genannten Institute vorgetragen. 

1 Vgl. die Monographie von F.Cramer, Papierchromatographie. Verlag 
Chemie, GmbH., Weinheim/Bergstr. 1952, 818., in den folgenden Literatur- 
angaben mit MP abgekiirzt. 
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Ihre Anwendungsmoéglichkeit auf klinischem Gebiet, fiir Reihenunter- 
suchungen, ist an 2 Voraussetzungen geknipft: 

1. Die in den Organen und KoOrperfliissigkeiten enthaltenen Stoffe 
oder Stoffgruppen, die chromatographisch bestimmt werden sollen, 
miissen méglichst vollsténdig auf einfache zeitsparende Weise frei von 
stérenden Beimengungen in geeignet konzentrierte Lésung gebracht 
werden k6nnen. 


2. Es muB auch die einfache Form der Papierchromatographie — 
die aufsteigende Methode? oder die Rundfiltertechnik? — wenn ndtig, 
die gentigende Trennung und Charakterisierung einer gréBeren Zahl 
von Stoffen gewiahrleisten. 

Beide Voraussetzungen wurden an einer Mischung von 10 Sub- 
stanzen gepriift: 

Nicotin, Morphin, Dilaudid (Dihydromorphinon*), Eukodal (Di- 
hydro-oxy-codeinon *), Dicodid (Dihydrocodeinon *), Cliradon (1-Methyl- 
4-[2-oxy-phenyl]-4-propionyl-piperidin*), Dolantin (1-Methyl-4-phenyl- 
piperidin-carbonsiure-(4)-athylester*), Dromoran (3-Oxy-N-methyl- 
morphinan*), Polamidon (= Amidone = 2-Dimethylamino-4.4-diphenyl- 
heptanon-(5) *) und schlieBlich, aus der Reihe fallend, Pervitin (1-Pheny]- 
2-methylamino-propan*). 

Beide Voraussetzungen wurden folgenderma8en erfiillt: 


Zu 1.Anreicherung im Harn enthaltener basischer Sucht- 
(und Arznei-)mittel fiir papierchromatographische Zwecke. 

Dazu wurde eine Variante derjenigen Verfahren entwickelt, die 
darauf beruhen, daB die freien Basen im Gegensatz zu ihren Salzen in 
organischen Lésungsmitteln leichter léslich sind als in Wasser. 

10 ccm Harn werden mit Sodalésung auf ein py von 9—10 ge- 
bracht, mit 1l10ccm_ Essigsiure-isoamylester (,,Amylacetat‘‘) aus- 
geschiittelt und die durch Zentrifugieren geklirte organische Phase 
mit einigen Tropfen 15-proz. Ameisensiiure durchgeschiittelt, so dab 
sich nach abermaligem Zentrifugieren die basischen Substanzen als 
ameisensaure Salze in 80—90 cmm wiBriger Phase befinden, die auf 
Filterpapier Schleicher & Schill Nr. 2043b derart aufgetragen wird, 
da */, in einem, 3/, in einem zweiten Startfleck vereinigt sind. Diese 
Aufteilung ist wegen der Mengenschwankungen an Suchtmitteln not- 
wendig, denn der Harn Siichtiger kann z. B. bis zu 800 y Polamidon / 
10 cem enthalten‘. 


Zu 2. Eindimensionale Papierchromatographie (auf- 
steigende Methode) basischer Suchtmittel. 


2 MP, S. 25. 

3 MP, S. 26, ferner im Deutschen Schrifttum: O. Liideritz u.O. Westphal, 
Z. Naturforschg. 7b, 136 [1952]. 

4 E. Vidic, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 212, 339 
[1951]. 
* Es ist nur die freie Base bezeichnet. 
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Die Papierchromatographie von Alkaloiden einschlieBlich Morphin 
haben Munier und Machebeceuf® ausfiihrlich, die eines vollsyntheti- 
schen Analgeticums (Dromoran) im deutschen Schrifttum kiirzlich 
Kaiser und Jori® mitgeteilt. Wir verwenden fiir die Papierchromato- 
graphie das von Hellmann’ beschriebene Gerit, benutzen zur Tren- 
nung der 10 basischen Substanzen als aufsteigendes Losungsmittel die 
organische Phase des Systems Butanol-Ameisensiure-Wasser (12: 1 : 7) 
und erhalten damit die in der Tabelle angegebenen Rp-Werte. Bei 
der Ubertragung der Methode auf die Suchtmittelbestimmung im Harn 
la8t man zunichst ein Testgemisch aus 6 Substanzen mitlaufen, dessen 
Herstellung unten beschrieben ist und dessen chromatographisches 
Verhalten aus Abb. u. Tab. hervorgeht. Wahrend man bei der auf- 
steigenden Chromatographie spiter darauf verzichten kann, ist dies 
bei der Rundfiltertechnik nicht médglich. Die hier durch die Faser- 
richtung des Papiers bedingte Ungenauigkeit in den Ry-Werten sowie 
die geringe Toleranz gegentiber Mengenschwankungen machen die 
Methodik fiir genauere Untersuchungen weniger geeignet. 

Zum Entwickeln (= Sichtbarmachen der Substanzflecke) wird ein 
von den franzoésischen Autoren modifiziertes ,, Dragendorffsches Reagens“, 
Kaliumwismutjodidl6sung (Spriihreagens I), verwendet, das von ihnen 
zum Sichtbarmachen von Alkaloiden benutzt wird. Wie wir fanden, 
farbt dieses Reagens alle Basen ahnlichen Typs, also alle 10 Sub- 
stanzen, fast gleichartig und mit etwa gleicher Empfindlichkeit an. Es 
entstehen auf schwach gelborange geténtem Untergrund ziegel- bis 
violettrote Flecke, die bis auf den Pervitin-Fleck bestandig sind. Letz- 
terer verblaBt schon im Verlauf von wenigen Minuten zu einem halt- 
baren Gelbbraun (Erkennung von Pervitin!). 

Alle nach dem hier beschriebenen Verfahren auf- 
gearbeiteten und chromatographierten Harnextrakte, die 
nach Bespriihen mit Spriihreagens I deutlich sichtbare 
rote Flecke aufweisen, enthalten basische Sucht- und 
Arzneimittel vom verwendeten Typ. 

Aus dem Vergleich der Ry-Werte fiir die einzelnen Substanzen 
(s. Tabelle) geht hervor, daB einige bei gleicher Farbung nicht von- 
einander unterschieden werden kénnen. Es ist daher in Sonderfallen — 

auch bei St6rungen durch gewisse basische Therapeutica — notwendig, 
die Substanzflecke noch eingehender zu charakterisieren. Dazu wird 
auf die mit Sprithreagens I entwickelten, trocknen, mit dem Bleistift 
umrandeten roten Flecke diazotierte Sulfanilsiure (Spriihreagens IT) 
gespriiht. Dieses Reagens zerstért die rote Komplexverbindung der 


5 R.Munier u. M. Macheboeuf, Bull. Soc. Chim. biol. 31, 1144 [1949]; 
33, 846 [1951]. 

®° H. Kaiser u. H. Jori, Pharmaz. Ztg.-Nachr. 88, 963 [1952]. 

7 H. Hellmann, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 288, 95 [1951]; Z. ges. 
inn. Med. Grenzgebiete 6, 577 [1951]. 
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‘Tabelle der Ry-Werte basischer Suchtmittel mit der organischen Phase des Systems 
Butanol-Ameisenséure- Wasser (12: 1: 7) auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043b 
aufsteigend chromatographiert 








Ry-Weete Kaliumwismutjodid |diazot. Sulfanilsiure 
(Sprithreagens I) (Sprithreagens IT) 
Wisotim.. . 2. . s 0,23 violettrot farblos 
Morphin ...... 0,31 ziegelrot carmin 
Dilaudid ...... 0,32 ziegelrot carmin 
Bukodal ...... 0,34 ziegelrot schwach braunlich 
Dicodid. ...... 0,39 ziegelrot sehr schwach gelb- 
braun 
CUPAGGR: cv 3 ss 0,61 ziegelrot isechtond gel. 
orange 
Pervitin . 2... . | 0,65 aes se farblos 
blassend 
Dolantin ...... 0,70 ziegelrot farblos 
Dromoran. .... . 0,71 ziegelrot braun 
erst blaB carmin, 
Polamidon ..... 0,80 ziegelrot dann schwach zi- 
tronengelb 











hasischen Substanzen und farbt einige, wie aus der Tabelle zu ent- 
nehmen, in charakteristischer Weise neu ané. 

Es ist auf folgende Fehlerméglichkeiten zu achten: 

1. Schon bei Sprithreagens I wurde darauf hingewiesen, daB nur 
deutlich sichtbare rote Flecke basische Sucht- und Arzneimittel an- 
zeigen. Von 42 untersuchten, davon freien Harnen geben die meisten 
keine, einige wenige kaum sichtbare rote Flecke, insbesondere einen 
vom Ry 0,35, der hier auf Grund seiner Intensitat leicht von den durch 
Pharmaka bedingten zu unterscheiden ist, der aber bei allen Harnen 
nach dem Bespriihen mit Spriithreagens IT wie Morphin angefarbt wird. 

2. Es wird vorausgesetzt, da die dem Organismus verabfolgten 
hasischen Substanzen im Harn geniigend konzentriert in einer Form 
ausgeschieden werden, die sich in Ry-Wert und Farbentwicklung nicht 
vom Ausgangsprodukt unterscheidet. Dies trifft, wie wir in zahlreichen 
Versuchen gesehen haben, fiir Nicotin und Polamidon zu. Auch in 
einem Fall von Cliradon-Sucht konnten wir im Harn nur ,,Cliradon* 
entdecken. Weitere Untersuchungen dariiber sind im. Gange. 

Uber die Leistungsfaihigkeit des Verfahrens ist zu sagen: 

Wir wenden es seit 1!., Monaten laufend im klinischen Betrieb an. 
Ks hat sich wahrend dieser Zeit in allen Suchtmittelfallen ausnahmslos 
hewahrt. Die reine Arbeitszeit fiir eine Bestimmung betragt 30 Min. — 
Von Morphin, Dilaudid, Pervitin, Polamidon und Dromoran lassen 
sich bei Verwendung von Spriihreagens | 15—20y in 10 cem Harn 
erfassen, von den iibrigen Substanzen weniger, und fiir einzelne von 
ihnen kann die Nachweisgrenze bei Benutzung besonderer Spriih- 


8 Vel. dazu KE. Wegner, Dtsch. Apotheker-Ztg. 91, 109 [1951]. 
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reagenzien (z. B. Spriihreagens IT fiir Cliradon. Vgl. Abb.) stérungs- 
frei um eine GréBenordnung herabgedriickt werden. Normale Aus- 
scheidungsverhaltnisse vorausgesetzt, ist das Polamidon nach i.m. 
Injektion von 5mg (Ampulleninhalt) beim Menschen mindestens 
15 Stdn. lang in 10 ecm Harn zu erkennen, und das Nicotin einer einzigen 
Zigarette, inhalierend geraucht, laBt sich noch nach 18 Stdn. in der 
gleichen Menge Harn nachweisen (forensisch wichtig!). In einem Fall 





LF 


Abb. 1. SP = Startpunkte, LF — Lésungs- 

mittelfront. Aufgearbeitet und chromato- 

graphiert: A. 10 cem Harn eines schwachen 

Rauchers; B. 10 com Harn eines wenig rau- 

chenden Polamidonsiichtigen nach 2-tagiger 

Entziehung; C. Testgemisch: Je 20 y a) Nico- 

tin, b) Morphin, c) Dicodid, d) Cliradon, 

e) Dolantin, F) Polamidon; A, B und C mit 

Spriihreagens I angefarbt. D. Dasselbe wie 

unter C, noch einmal mit Spriihreagens IJ 

. iiberspriiht: Praktisch ist nur noch b und d 

§ * me (ganz schwach c) in den in der Tabelle ge- 
i. ie nannten Farben zu sehen. 
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von Polamidon-Sucht — der Pat. hatte nach seinen Angaben im Laufe 
eines Tages 150 mg (30 Ampullen) Polamidon gespritzt — machte sich das 
Analgeticum noch nach mindestens 2 Tagen in 10 cem Harn bemerkbar. 
Die klinischen Untersuchungen dariiber werden fortgesetzt, wobei 
insbesondere der Bedeutung der hier beschriebenen Méglichkeiten fiir 
das Suchtproblem in Klinik und Praxis nachgegangen werden soll. 


Fraulein Ursula Lenz bin ich fiir die ausgezeichnete technische Durch- 
fiihrung dieser Arbeit zu herzlichem Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Arbeitstechnik 
Notwendige Reagenzien* 


1. Gesattigte Sodalésung 

2. Essigsiureisoamylester (Isoamylacetat, ,,Amylacetat‘‘) Sdp. 142° 

3. 15-proz. Ameisenséiure aus Ameisensiure 98—100°,, kristallisierbar, 
,,Merck**, Sdp. 100,5° 

4. Testgemisch 


* Es werden nur reinste Chemikalien verwendet. Alle Lésungsmittel sind 
destilliert. Der angegebene Siedepunkt gilt fiir den Normaldruck von 760 mm. 
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a) Im Harn eines Rauchers werden, aus den gebrauchlichen Ampullen ent- 
nommen, gleiche Mengen Morphin-hydrochlorid, Dicodid, Cliradon, Dolantin 
und Polamidon gelést. 10 ccm dieses praparierten Harns werden, wie unten be- 
schrieben, aufgearbeitet. Der Startfleck soll 30 y von jeder Substanz enthalten. 
Oder 

b) eine méglichst konzentrierte waBrige Lésung gleicher Mengen Nicotin, 
Morphin(-hydrochlorid), Dicodid, Cliradon, Dolantin und Polamidon wird mit 
einigen Tropfen einer gesattigten Sodalésung auf ein py von 9-10 gebracht und 
dreimal mit Essigester (Sdp. 76°) ausgeschiittelt. Die iiber wasserfreiem Natrium- 
sulfat getrocknete Essigesterldsung wird im Vakuum bei héchstens 50° Bad- 
temperatur eingedampft und der Riickstand in so wenig reinem Alkohol auf- 
genommen (die Lésung ist haltbar!), daB einige Kubikmillimeter aus einer Mikro- 
pipette geniigen, um 20 y von jeder Substanz am Startpunkt aufzutragen. 

5. Lésungsmittel fiir die aufsteigende Papierchromatographie 

Butanol (Sdp. 117°)-Ameisenséure (Reinheit wie unter 3.)-Wasser im Vol.- 
Verhaltnis 12: 1:7 werden am besten 1, Stde. mechanisch oder 5 Min. kraftig 
von Hand durchgeschiittelt und mehrere Stunden im Scheidetrichter sorgfaltig 
absitzen gelassen. Das Lésungsmittel kann bei Zimmertemperatur eine Woche 
lang verwendet werden. 

6. Sprithreagens I 

Lésung A: 850 mg Wismutsubnitrat in 10 ccm LEisessig und 40 ccm 
Wasser 

Lésung B: 8g Kaliumjodid in 20 ccm Wasser. A+ B geben die 
Stammlésung, die in brauner Flasche unbegrenzt haltbar ist. 

Vor dem Spriihen mischt man 1 ccm Stammlésung mit 2 ccm Eisessig 

und 10 ccm Wasser. 

7. Spriihreagens II 


4,5 g Sulfanilsiure werden in 45 com konz. Salzséure (12-n.) unter Erwarmen 
gelést und die Lésung auf 500 cem verdiinnt. 10 ccm der verd. Lésung werden 
im Eisbad (oder Eisschrank) gekiihlt und 10 ccm einer kalten 4,5-proz. Natrium- 
nitritlésung hinzugefiigt. Man halt die Mischung 15 Min. auf 0° (sie ist bei dieser 
Temperatur 1—3 Tage bestandig) und setzt kurz vor dem Bespriihen das gleiche 
Volumen einer 10-proz. Natriumcarbonatlésung hinzuf 


10 ccm Harn (bei sehr verdiinntem Harn die doppelte Menge) werden mit 
cinigen Tropfen gesattigter Sodalésung auf ein py von 9— 10 (Universal-Indikator- 
papier ,,Merck‘‘) gebracht und im Scheidetrichter kraftig und anhaltend mit 
10 ccm Isoamylacetat geschiittelt. Nach kurzem Stehen ]4Bt man die klare waBrige 
Schicht ab und bricht die verbleibende Emulsion durch Zentrifugieren. Die nun- 
mehr klare Isoamylacetatl6sung wird vorsichtig in eines der iiblichen Zentrifugen- 
vlaser mit Spitzboden tibergefiihrt und kraftig mit 5 Tropfen aus einer Tropf- 
pipette entnommener 15-proz. Ameisensiure durchgeschiittelt. Wir verschlieBen 
dabei die Zentrifugengliser mit Schliffstopfen. (Bei gelegentlichen Einzelunter- 
suchungen geniigt der saubere Daumen.) Es entsteht wieder eine Emulsion, die 
durch abermaliges Zentrifugieren gebrochen wird. Die Tropfengré8e beim Zufiigen 
der Ameisenséure war so gewahlt, daB sich jetzt 80—90 cmm wiBrige Phase in 
der Spitze des Zentrifugenglases befinden. Man sté8t mit einer zunichst am 
oberen Ende mit dem Finger verschlossenen 100 cmm fassenden ,,Blutzucker- 
Pipette‘ zum Boden des Glases vor und entnimmt die waBrige Schicht. 

4 cm von der schmalen Kante eines Streifens Filterpapier Schleicher & Schiill 
Nr. 2043b entfernt, im Abstand von 3 cm, trigt man je ‘/, und 1/, des Pipetten- 
inhaltes auf. Dazu wird das Papier waagerecht tiber einen HeiBlufttrockner (,,F6hn“; 
sehr geeignet ist der ,,Astron- Heizliifter’, Hersteller: A. Sprenger. St. Andreas- 
berg) eingespannt und die Lésung aufgetupft. Der Durchmesser dieser ,,Start- 
flecke“ ist etwa 7mm. die Auftupfzeit insgesamt 12—15 Minuten. Bevor man 
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mit der Methode vertraut ist, tragt man im Abstand von weiteren 3 cm das Test- 
gemisch auf. Man bringt den Filterstreifen in das fiir die aufsteigende Papier- 
chromatographie vorbereitete, von Hellmann’ beschriebene Chromatographier- 
gerat, das mit Ober- und Unterphase des Lisungsmittelsystems Butanol-Ameisen- 
saure-Wasser (12: 1:7) beschickt ist und taucht ihn nach friihestens 2 Stdn. mit 
der unteren Kante etwa 1 cm tief in die Oberphase. Nach 10—14 Stdn. — zweck- 
maBig iiber Nacht — ist das Lésungsmittel bei 18—22° (gréBere Temperatur- 
schwankungen sind méglichst zu vermeiden) 22—25cm hoch gestiegen. Der 
Streifen wird herausgenommen und nach Kennzeichnung der Lésungsmittelfront 
2 Stdn. bei Raumtemperatur hangend getrocknet. 

Mit einem geeigneten Zerstéuber! wird Spriihreagens | aufgespriiht, und es 
erscheinen die basischen Sucht- und Arzneimittel sofort in Gestalt ziegel- bis 
violettroter Flecke auf schwach gelborange geténtem Untergrund. Durch Ver- 
gleich mit dem Testgemisch oder durch Ausmessen der Ry-Werte (am einfachsten 
mit einem graduierten Gummiband®) kann man unmittelbar Art und ungefahre 
Menge ablesen. Wahrend der geténte Untergrund im Laufe von Tagen ausbleicht, 
sind die roten Flecke bestindig. Eine Ausnahme macht der Pervitinfleck, der 
schon im Verlauf von wenigen Minuten zu einem haltbaren Gelbbraun verblaBt 
(Erkennung von Pervitin!). Gelegentlich geben auch sucht- und arzneimittelfreie 
Harne kaum sichtbare rote Flecke (insbesondere einen vom Ry 0,35), die aber 
auf Grund ihrer Intensitat leicht von den durch Pharmaka bedingten zu unter- 
scheiden sind. 

Ist man in Sonderfallen gezwungen, die roten Flecke noch eingehender zu 
charakterisieren, dann umrandet man sie nach dem Trocknen mit dem Bleistift 
und bespriiht das Papier mit Spriihreagens II. Dies*s Reagens zerstért den roten 
Farbkomplex und farbt einige aus der obigen Tabelle zu ersehenden Substanzen 
aufs neue charakteristisch an. Hierbei ist zu beachten, daB der im Normalurin 
enthaltene Stoff mit dem Ry-Wert 0,35, der nach Bespriihen mit Reagens I kaum 
oder gar nicht zu sehen ist, jetzt jedesmal in der Morphin und Dilaudid kenn- 
zeichnenden Farbe erscheint. 


Zusammenfassung 

Es wird ein einfaches Verfahren angegeben, welches erlaubt, im 
Harn enthaltene basische Sucht- (und Arznei-)mittel so zu konzen- 
trieren, daB sie st6rungsfrei papierchromatographiert werden k6énnen. 

Das Verfahren wurde an einer Mischung von folgenden 10 Sub- 
stanzen erprobt: Nicotin, Morphin, Dilaudid, Eukodal, Dicodid, Cliradon. 
Dolantin, Dromoran, Polamidon und Pervitin. 

Zu ihrer papierchromatographischen Trennung wurde die auf- 
steigende Methode benutzt. Durch kombinierte Anwendung zweier 
Sprithreagenzien kénnen 9 von den 10 Substanzen einzeln und bis zu 7 
im Gemisch nebeneinander qualitativ und grob gréBenordnungsmaBig 
quantitativ bestimmt werden. Die Nachweisgrenze liegt bei mindestens 
15—20 y/L0 cem Harn. 

Das Verfahren wird seit 1!., Monaten laufend im klinischen Betrieb 
angewendet. Es hat sich wahrend dieser Zeit in allen Suchtmittelfallen 
ausnahmslos bewahrt. Die reine Arbeitszeit fiir eine Bestimmung 
betrigt 30 Min. Die Leistungsfahigkeit fiir klinische und forensische 
Zwecke wird an Hand einiger Beispiele demonstriert. 


9 D.M. P. Phillips, Nature [London] 162, 29 [1948]. 
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Gegenstromverteilung von Protaminen 
Von 
H. M. Rauen, W. Stamm und K. Felix 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. Main 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Dezember 1952) 


Aus einem partiellen Hydrolysat des Clupeins konnten neben 
anderen zwei Tripeptide isoliert werden, die nur um eine primire Hydro- 
xylgruppe differierten, Alanyl-arginyl-arginin und Seryl-arginyl-arginin. 
Dieser geringe Unterschied in der Konstitution bedingte aber eine deut- 
lich verschiedene Léslichkeit. Das erste léste sich in absolutem, das 
zweite nur in 90-proz. Alkohol. So ist zu erwarten, daB auch die einzelnen 
Komponenten des genuinen Clupeins, die nach den Ergebnissen der 
Elektrophorese! einander sehr aihnlich sein miissen, sich vielleicht durch 
Lésungsmittel aufteilen lassen. Um dies zu priifen, haben wir das Ver- 
halten von Clupeinmethylester-Hydrochlorid, Clupeinsulfat verschie- 
dener Darstellung und von zwei anderen Protaminen bei der Gegenstrom- 
verteilung nach Craig untersucht. 


Nach zahlreichen Vorversuchen, woriiber im experimentellen Teil 
berichtet wird, erwies sich als bestes Verteilungssystem ein Gemisch aus 
einer 15-proz. Lésung von Natriumacetat in Wasser und einer 5-proz. 
Lésung von Laurinsiure in n-Butanol, die gegenseitig zuvor abgesittigt 
wurden. Die Clupeinmethylester-Hydrochloride lésen sich in der orga- 
nischen Phase besser als die Sulfate und wandern deswegen in der 
Apparatur etwa zwolf Einheiten weiter. Wir benutzten die Metall- 
apparatur von Craig mit 24 Einheiten. 


Kurven a bis c der Abb. 1 zeigen die Verteilung des gleichen, aus 
getrockneten Spermatozoenképfen dargestellten Clupeinmethylester- 
Hydrochlorids bei verschiedenen Temperaturen. Die einzelnen Gipfel 
treten um so deutlicher hervor, je hoher die Temperatur ist. Die Kurve 
d stammt dagegen von Clupeinmethylester-Hydrochlorid aus frischen, 
tiefgefrorenen Heringstestikeln. Ihre beiden Hauptgipfel liegen in den 
gleichen Roéhrchen wie in Kurve c. Die ihnen entsprechenden Kom- 
ponenten diirften somit in beiden Priiparaten die gleichen sein. Dagegen 
erhebt sich in dem aufsteigenden Ast der Kurve c noch ein Gipfel, der 
in der Kurve d nur flach angedeutet ist. 


1H.M. Rauen, W. Stamm u. K. Felix, diese Z. 291, 275 [1952]. 
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Abb. 1. Gegenstromverteilung von Clupeinmethylester-hydrochlorid im System: 
15°, Natriumacetat in Wasser/5°,, Laurinséure in n-Butanol. 

a—c) das gléeiche Praparat aus getrockneten Heringsspermatozoenképfen, 

jedoch bei verschiedenen Temperaturen verteilt, d) Clupein aus frischen Herings- 
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a) Praparat I, b) Praparat II. 


Abb. 2. Gegenstromverteilung von Clupeinsulfat, dargestellt nach Block et al. 
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Gegenstromverteilung von Protaminen 


Die Kurven der Abb. 2 stammen von zwei Priparaten, die wir nach 
Block et al.? dargestellt haben. Bei diesem Verfahren wird das Clupein 
mit Metaphosphorséure gefallt und das Metaphosphat durch Kochen 
mit n-Schwefelsiure in das Sulfat tibergefiihrt. Beim Priiparat I haben 
wir 102 Min. erhitzt und bei Praiparat II 180 Min. Die Umlagerung von 
Metaphosphat in Sulfat wird nach Block daran erkannt, dai in Proben 
des Ansatzes keine Klumpen auftreten, wenn sie unter 5° C abgekiihlt 
werden. Dieser Umschlagspunkt ist nicht scharf und verschiebt sich 
auberdem bei den einzelnen Chargen zeitlich manchmal recht erheblich. 
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Abb. 3. Gegenstromverteilung von Clupeinmethylester-Hydrochlorid, 
dargestellt aus Clupeinsulfat. a) Praparat I, b) Praparat IT. 


Sehr wahrscheinlich spaltet die heiBe Schwefelsiure das Clupein etwas, 
so daB je nach der Dauer des Erhitzens verschiedene Priparate erhalten 
werden, was durch die Kurven der Abb. 2 bestitigt wird. Die beiden 
Sulfate haben wir iiber die Pikrate in die Esterhydrochloride iibergefithrt 
und erneut verteilt. Die Kurven verlaufen anders als die, die an direkt 
dargestellten Clupeinmethylester-Hydrochloriden aufgenommen wurden. 
Sie sind verwaschener, was auf eine groBere Zahl von Komponenten 
zuriickzufiihren ist (Abb. 3). 

Weiter haben wir versucht, Clupeinmethylester-Hydrochlorid 
gruppenweise wiederholt zu verteilen. Kurve a der Abb. 4 zeigt die 
erste Verteilung des Praparates iiber 24 Rohrchen. Hier wurde viermal 
mehr Clupein eingesetzt, als in den Versuchen der Abb. 1. Dadurch ver- 
liuft die Kurve anders, weil hohe Substanzkonzentrationen den Ver- 
teilungskoeffizienten erniedrigen. Der Inhalt des Mittelstiicks, R6hrchen 
8—16, wurde stufenweise in Gruppen insgesamt 57-fach verteilt. Das 
Ergebnis zeigt Kurve b. Es deuten sich drei Hauptkomponenten an, 
die selbst noch Gemische sind. 

Dab auch die beiden anderen Protamine, Salmin und Iridin, nicht 
einheitlich sind, beweisen die Verteilungskurven der Abb. 5. 


2 R. J. Block, D. Bolling, H. Gershon u. H. A. Sober, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 70, 494 [1949]. 


g* 

































H.M. Rauen, W. Stamm und K. Felix, 





Bd. 292 (1953) 





735% 


| 
Clupe 
| 
I 
1 


= 
x 


| 
! 
I 
J ! 
—_ c | —_ 


i st 1 1 de: rt i L 1 pt 1 1. i it 
10 12 4 16 18 20 22 24 26 22 32M HB 4 WG YB ae 





Clupe 
chlo 
troc 
ring 


kop: 





Clup 
chlo 
sche 
kelr 





Clupe 

Y . troc 
15%C sper 

k6ép 





| 
| 
| 
| 
{ 
I 
| 
i 
I 
| 
| 
| 
| 
| 





ee Oe | 


1 1 1 1 1 1 1 1 
2.4 6 8 0 12 4 16 18 20 22 2% Anzahl der Verfeilungen > 





Clup 
Abb. 4. Stufenweise fraktionierte Gegenstromverteilung von Clupeinmethylester- pars 


Hydrochlorid. Erliuterungen siehe Text. Seles 


zem 
A/S 
Salm 
jahi 
Ko] 
Tridii 
mol 
che 





et al. 
zersc 
stan 
mit 
Umr 
Auf. 
feiny 
dure 
023 c)271C oran 
rT 1 4 st 1 4 1 1 1 A. amir 
249680 @ 4 6 B® 20 22 2y prob 

Anzahl der Einheiten —> fugie 
dure 
Abb. 5. Gegenstromverteilung von a) Salminsulfat, im Dezember gesammelt, hei 
b) Salminsulfat, im Friihjahr gesammelt, c) Iridinsulfat im System 15°/, Natrium- 105 1 
acetat in Wasser/5% Laurinsiure in n-Butanol. fiel.. 























jCT= 
















Bd. 292 (1953) 105 





Gegenstromverteilung von Protaminen 





Beschreibung der Versuche 


Darstellung von Clupeinmethylester-Hydrochlorid vgl.4. Analysen von 
Clupeinmethylester-Hydrochlorid vgl. Tab. 1. 


Tab. 1. Analysen der verwendeten Protaminpraparate. 











% formol- 0 
titrier- Aas, : ae 
" o% + |Arginin-N | Cl bzw. SO, | Arginin zu 
Préparat = —_‘/Gesamt-N| Pater N |v, Ge. % | Cl bzw. SO, 
Gea samt-N 
Clupeinester-Hydro- 
chlorid aus ge- 
trockneten He- 23,65 2,09 90,02 13,94(Cl) 1:1,04(Cl) 
ringsspermatozoen- 
képfen 
Clupeinester-Hydro- 
chlorid aus fri- : 
schen Heringstesti- 23,70 1,99 ated ~ ~ 
keln 
Clupeinsulfat aus ge- 


trockneten Herings- ‘ . : . 
spermatozoen- = 20,82 2,07 88,9 22,84(SO,) | 1:0,72(SO,) 


képfen (Prap. I) 


Clupeinsulfat (Pra- | i959 | 992 | 99,4 | 21,80 1:0,73 
parat IT) 

Salminsulfat ,,De- 

zember** (Novo 21,84 — 89,9 17,85 1:0,53 


A/S Kopenhagen) 


Salminsulfat ,,Friih- 

















jahr“* (Novo A/S 21,82 - 90,2 16,60 1:0,49 
Kopenhagen) 

Tridinsulfat (Hor- 

mon-Chemie Miin- 22,09 a 87,2 17,83 1:0,54 
chen) 


Clupeinsulfat (Praparat I, in Anlehnung an die Vorschrift von Block 
et al.2): 300 g unseres Trockenmaterials wurden in 2,51 1-proz. Citronensiurelésung 
zerschiittelt, nach 24-stdg. Aufbewahren im Kiihlraum zentrifugiert und der Riick- 
stand 2-mal mit wenig Citronensaurelésung gewaschen. Wir extrahierten ihn dann 
mit insgesamt 41 0,2-n.Salzsiure 48 Stdn. bei Zimmertemperatur unter dfterem 
Umriihren, zentrifugierten und wuschen 2-mal mit je 1/ verd. Salzsiure nach. 
Auf Zusatz von 14-proz. Ammoniak bis py 10,2 schied sich eine Substanz, zunachst 
feinverteilt, beim 3-stdg. Aufbewahren im Kiihlraum grobkérnig ab, welche wir 
durch Zentrifugieren gewannen und verwarfen. Der nunmehr klaren, schwach 
orangerot gefarbten tiberstehenden Fliissigkeit wurde die zur Fallung des Prot- 
amins benétigte Menge 33-proz. Metaphosphorsaurelésung (im Vorversuch aus- 
probiert) zugesetzt, und der schwach gelblich-sirupése Niederschlag durch Zentri- 
fugieren von der Mutterlauge getrennt. Nach volliger Befreiung vom Ammoniak 
durch Auswaschen mit kaltem dest. Wasser lésten wir ihn in der kleinsten Menge 
heiBer normaler Schwefelsiure und kochten unter Konstanthalten des Volumens 
105 Min., bis in kleinen Proben beim Abkiihlen auf unter + 5° C nichts mehr aus- 
fiel. Nach Abkihlen unter flie8endem Wasser versetzten wir mit der 5-fachen Menge 
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96-proz. vergallten Alkohols und lieBen iiber Nacht im Eisraum stehen. Nach Ab- 
dekantieren der iiberstehenden Fliissigkeit wurde der Bodensatz mit 3/1 Alkohol 
versetzt und bei Zimmertemperatur 24 Stdn. stehen gelassen. Das rein weil}e 
Clupeinsulfat wurde abgenutscht und iiber P,O; im Vakuum getrocknet. Ausb, 
24 g. 

Analysen: Die Ausgangssubstanz wurde 48 Stdn. iiber P,O,; im Hochvakuum 
bei Zimmertemperatur getrocknet. 

Gesamt-N: 20,80, 20,88, 20,79°% ; formoltitrierbarer N: 2,07°% 

Arginin-N: 26,2 mg Clupeinhydrolysat-N ergaben 201 ,90, 201, 92, 201,89 mg 
Argininflavianat = 23,2 mg Arginin-N (Mittelwert), d. h. 88,6°% Arginin- N vom 
Gesamt-N. 

SO,: 41,057, 39,516 mg Clupeinsulfat ergaben 22,630, 22,086 mg BaSOQ, = 
22,68, 23,00% SO,. 

II. Bei einer zweiten Darstellung wurde beim Uberfiihren des Metaphos- 
phates in das Sulfat 180 Min. gekocht. Aus 300 g Ausgangsmaterial wurden 21,5 g 
Clupeinsulfat (iiber P,O, getrocknet) erhalten. 

Analysen: Gesamt-N: 19,45, 19,72, 19,30°,; formoltitrierbarer N: 2,92°,. 

Arginin-N: 16,56 mg Hydrolysat-N ergaben 89,82, 89,80, 89,79 mg Arginin- 
monoflavianat = 10,31 mg “Arginin-N (Mittelwert) = 89,4% Arginin-N vom 
Gesamt-N. : 

SO,: 44,116 mg, 46,302 mg Clupeinsulfat ergaben 23,444, 24,454 mg BaSO, = 
21,87, 21,73%. 

Clupeinester-Hydrochlorid aus Clupeinsulfat: 0,98 g Clupeinsulfat 
wurden in 20 cem Wasser gelést und mit Na-Pikrat gefallt. Nach Abzentrifugieren 
wurde das Clupeinpikrat zunachst auf Tonteller an der Luft und dann im Vakuum- 
exsiccator iiber P.O, getrocknet. 1,01 g fein pulverisiertes Clupeinpikrat wurde 
in 100 ccm 0,2-n#alzsaurem, absol. Methanol gelést und 24 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur verestern lassen. Auf Zusatz des '3-fachen Vol. wasserfreien Athers 
fiel das Esterhydrochlorid aus, das im Vakuum iiber PO, getrocknet wurde. Ausb. 
0,53 g. 

Salminsulfat: Wir verwandten zwei Praiparate, die uns die Fa. Novo 
Terapeutisk Laboratorium A/S, Kopenhagen, freundlichst zur Verfiigung 
stellte. Das Ausgangsmaterial zu dem einen war, nach Angaben der Herstellerin, 
im Dezember (A), das des anderen im Friihjahr (B) gesammelt. 

Analysen (A): Gesamt-N: 21,90, 21,90, 21,72%. 

Arginin-N: je 19,98 mg Hydrolysat-N ergaben 156,14, 155,95, 156,10 mg 
Argininmonoflavianat = 17,95 mg Arginin-N (Mittelwert) = 89,9, Arginin-N 
vom Gesamt-N. 

SO,: 31,465 mg, 25,525 mg Salminsulfat ergaben 13,618, 11,090 mg BaSO, 
17,81, 17,88%. 

(B): Gesamt-N: 21,90, 21,83, 21,72°,. 

Arginin-N: je 21,00 mg Hydrolysat-N ergaben 164,74, 164,70, 164,55 mg 
Argininmonoflavianat = 18,95 Arginin-N (Mittelwert) = 90,2% Arginin-N vom 
Gesamt-N. 

SO,: 21,257, 16,628 mg Salminsulfat ergaben 8,622, 6,892 mg BaSO, = 16,69, 
17,06°% SO,. 

Iridinsulfat: Das Praparat verdanken wir der Fa. Hormon-Chemie A.-G., 
Miinchen. 

Analyse: Gesamt-N: 22,13, 22,05, 22,09% ; formoltitrierbarer N: 0,75%. 

Arginin-N: je 13,46 mg Hydrolysat-N ergaben 102,06, 101,94, 102,02 mg 
Argininmonoflavianat = 11,74 mg Arginin-N (Mittelwert) = 87,2% Arginin- N 
vom Gesamt-N. 

SO,: 22,465, 26,240 mg Iridinsulfat ergaben 9,668, 11,458 mg BaSO, = 17,71, 
17,96% SO,. 





a 
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Gegenstromverteilung 


Ermittlung des geeigneten Verteilungssystems durch Bestimmen 
der Verteilungskoeffizienten. Die Versuchstechnik wurde friiher beschrieben’. 
Mit den tiblichen Verteilungsgemischen gelangten wir nicht zum Ziel und ver- 
wandten sodann Systeme, deren waBrige Phase Elektrolyte (Magnesiumacetat, 
Natriumacetat oder Puffergemisch) und deren organische Phase als ,,carrier“ eine 
Fettsiure enthielt*. In jedem Ansatz wurden je 5 ccm untere Phase und obere 
Phase und verschiedene Mengen Clupeinmethylester-Hydrochlorid verwandt. Nach 
Verteilung bestimmten wir in aliquoten Anteilen beider Phasen den Stickstoff 
nach Kjeldahl und errechneten daraus durch Division des N-Gehaltes der oberen 
Phase durch den der unteren Phase den Verteilungskoeffizienten. Die einzelnen 


Tab. 2. Verteilungsgemische und Verteilungskoeffizienten k von Clupeinmethyl- 
ester-Hydrochlorid (je Verteilungsansatz 10 mg Clupeinderivat in 10 cem Phasen- 
gemisch 1:1). 











untere Phase obere Phase canna 
(Wasser) enthaltend (n-Butanol) enthaltend fizient k 
0.9% Mg-Acetat ....... 0,25-m.Capronsaéure 0,01 
0,9% Mg-Acetat ....... 0,25-m.Laurinsiure 0,14 
0,9% Mg-Acetat ....... 0,25-m.Myristinsaure 0,09 
0,9% Mg-Acetat ....... 0,25-m.Palmitinsaiure 0,06 
0,9% Mg-Acetat ....... 0,25-m.Adipinsiure 0,06 
0,9% Mg-Acetat ....... 0,25-m.Korksaure 0,07 
.0,9% Mg-Acetat ....... 0,25-m.Sebacinsaiure 0,18 
0,9% Mg-Acetat ....... 0,14-m.Laurinsaiure 0,01 
0.9% Mg-Acetat ....... 0,20-m.Laurinsaiure 0,01 
0,9% Mg-Acetat ....... 0,55-m.Laurinsaure 1,9 
0,9% Mg-Acetat ....... 0,82-m.Laurinsaiure 3,6 
0,9% Mg-Acetat ....... 1,10-m.Laurinsaiure 13,3 
Citronensiure-Phosphat-Puffer- 
mischung nach McIlvaine. . 

(Orr 53) gece eC ene 3,0-m.Laurinsaure 0,03 

aD re: oS, es ee 3,0-m.Laurinsaure 0,03 

PIAS es) a eo a) a Be) 3,0-m.Laurinsaure 0,03 

Pe prs ics tes Ge oy eos 3,0-m.Laurinsaure 0,55 
(bildet bei héheren py-Werten 

Emulsionen) 
Borsiure-Phosphatpuffer 

Meese ens). Gis ar Cee eP mas 0,63-m.Laurinsaure 5,0 

Drnigu iscsi eee 0,63-m.Laurinsiure 

in Amylalkohol 25,0 

Phosphatpuffer nach Sé6rensen 

MT AOHO! a cee ass Wise ee tee) ese A 0,63-m.Laurinsaure 1,8 








(sehr schlechte Trennung der Phasen infolge zu geringer Salzkonzentration) 


_ § H.M. Rauenu. W. Stamm, Chemie-Ing.-Techn. 21, 259 [1949]; K. Felix, 
H. M. Rauen, W. Stamm u. G. Zimmer, diese Z. 286, 199 [1950]. 
“Zur Verteilung von Streptomycin verwandten A. O. Keefe, M. A. Dol- 
liver u. E. T. Stiller, J. Amer. chem. Soc. 71, 2452 [1949], Laurirsure in der 
oberen Phase. 




























H.M. Rauen, W. Stamm und K. Felix, 


108 Bd. 292 (1953) 





Tab. 3. Veranderung des Verteilungskoeffizienten mit der Konzentration des 
Clupeins im Verteilungsgemisch. 











mg Clupeinderi- 
: vat in 10ccm Verteilungs- 
Verteilungssystem Phasengemisch koeffizient & 
1:1 
aa 1,6 
15% Na-Acetat in Wasser/5% Laurinsaure 28,5 2,3 
in n-Butanol 41,9 2,3 
56,4 0,8 
8,0 0,36 
5°64 Mg-Acetat in Wasser/8% Laurinsiure 16,1 0,26 
in n-Butanol 32:2 0,13 
64,3 0,13 
3,8 33,4 
7,95 3,44 
4% Na-Acetat in Kolthoff-Puffer py 6,4/ 16,3 1,64 
4% Laurinsiure in -Butanol 32,2 1,07 
64,5 0,44 
Kolthoff-Puffer py 6,4/1°% p-Toluolsulfon- i. io 
siure in n-Butanol 65.7 031 
Kolthoff-Puffer py 6,4/1% p-Toluolsulfon- 33 0,92 
siure in n-Butanol aad e 
WaBrige Phase wie oben/0,5°% p-Toluol- 33.5 0.50 
sulfonséure in n-Butanol edi P 
WaBrige Phase wie oben/0,25°% p-Toluol- < 
sulfonsiure in n-Butanol ° 33,5 0,39 








Werte enthalten die Tab. 2 und 3. Das giinstigste Verteilungssystem besteht aus 
15°% Natriumacetat in Wasser/5°%% Laurinsiure in n-Butanol*. 

Verteilung von Arginin und Arginin-methylester. Zur Uberpriifung 
des Verteilungssystems wurden 200 mg /-Arginin (Hoffmann-La Roche) in 
20 ccm wasserfreiem Methanol, das 0,2-n.salzsauer war, gelést, 24 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen und auf dem Wasserbad zur Sirupkonsistenz eingeengt. 
Beim Abkiihlen kristallisierte die Masse in Nadel-Rosetten. Sie wurde in 15 ccm 
unterer Phase gelést und davon 8 ccm 24-fach verteilt. In aliquoten Teilen beider 
Phasen der einzelnen Réhrchen wurde der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Da 
die Laurinsaure mit geringen Mengen von Nitriten bzw. Nitraten, verunreinigt war, 
muBten wir das Veraschungsgemisch nach Friedrich® mit Jodwasserstoffsiure 
reduzieren. Von den Stickstoffwerten der einzelnen oberen und unteren Phasen 
wurden die getrennt bestimmten Leerwerte der reinen Phasenanteile abgezogen. 
Der Gesamt-N-Gehalt jedes Verteilungsréhrchens wurde dann gegen die Nummer 
der Rohrchen aufgetragen und die Kurve in Abb. 6 erhalten. 

Bei einer spaiteren Verteilung wurde der Stickstoff mit NeBlers Reagens be- 
stimmt. Nach der Veraschung mit 2 ccm 0,7% SeO, enthaltender konz. Schwefel- 
siure im 50-ccm-Kjeldahlkolben mit Eichmarke wurde mit Wasser aufgefiillt, 


* Fiir die freundliche Uberlassung gréfBerer Mengen reiner Laurinséure und 
Proben anderer Fettséuren sind wir Herrn Prof. Dr. Blaser von der Fa. Henkel 
u. Cie. zu groBem Dank verpflichtet. 

®* A. Friedrich, diese Z. 216, 68 [1933]. 
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5cem mit 2 ccm Reagens versetzt, nach 30 Min. die Farbintensitat im lichtelek- 
trischen Photometer nach B. Lange unter Vorschalten des blauen Interferenz- 
filters BG 12 (Absorptionsmaximum bei 400 mg) ausgemessen und der N-Wert 
aus einer Eichkurve abgelesen. 

Gegenstromverteilung von Protaminen: Von den Protaminsulfaten 
und den -ester-Hydrochloriden verwandten wir jeweils Mengen mit 14—15 mg 
Gesamt-N zur Verteilung. 

Stufenweise fraktionierte Gegenstromverteilung von Clupein- 
methylester-Hydrochlorid: In Ermangelung einer Verteilungsapparatur mit 
mehr als 25 Rohrchen muBten wir stufenweise weiter verteilen. Wir verteilten 
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240 mg Protamin (gleich 57 mg Gesamt-N), d. h. die vierfache Menge wie in den 
vorher beschriebenen Versuchen, 24-fach. Die Kurve a in Abb. 4 hat infolge der 
gréBeren Protaminmenge einen etwas anderen Verlauf als die Kurven in Abb. 1, 
weil nun die Grenzkonzentration iiberschritten ist, bis zu der der Verteilungs- 
koeffizient unabhingig von der Konzentration ist. Von dieser Verteilung belieBen 
wir in einem zweiten Arbeitsgang die Inhalte der R6hrchen 8—16 in der Apparatur 
und verteilten wiederum 24-fach. Die Réhrchen 0—8 dieser zweiten Verteilung 
wurden in einem dritten Arbeitsgang im KreisprozeB 34-fach verteilt. In der gleichen 
Weise wurde mit den Inhalten der Réhrchen 12—24 der zweiten Verteilung in einem 
vierten Arbeitsgang verfahren. Die Verteilungen des dritten und vierten Arbeits- 
ganges wurden sinngemé8 zusammengefaft und in Abb. 4b dargestellt. 


Zusammenfassung 


Clupein, Salmin und Iridin wurden als Sulfate bzw. Chloride mit 
der Gegenstromverteilung im System 15°/, Na-Acetat in Wasser, 5°) 
Laurinsaure in n-Butanol verteilt. Samtliche Protamine erwies<n sich 
hicrbei als uneinheitlich. 
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Uber die Glycerinphosphatide des Rinderherzmuskels 
und das Vorkommen von cholinhaltigen Acetalphosphatiden 


Von 
E. Klenk und G. Gehrmann* 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6In 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Januar 1953) 


Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die Verteilung der im Herz- 
muskel in reichlichen Mengen vorkommenden Acetalphosphatide auf 
die durch ihre stickstoffhaltige Komponente sich unterscheidenden 
Glycerinphosphatidfraktionen zu studieren. Die Glycerinphosphatide 
wurden zu diesem Zweck in 3 Hauptfraktionen, und zwar je eine Leci- 
thin-, Serin- bzw. Colaminkephalinfraktion aufgeteilt. Jede dieser Frak- 
tionen sollte jeweils nur Cholin, Serin- bzw. Colamin als praktisch ein- 
zige stickstoffhaltige Komponente enthalten. Die Serin- und Colamin- 
kephalinfraktionen vom gewiinschten Reinheitsgrad erhielten wir nach 
dem von Folch? fiir die Trennung der Gehirnkephaline angegebenen 
Verfahren**, die kephalinfreie Lecithinfraktion nach der neuen Me- 
thode von Hanahan und Mitarbeiter?. 


Tab. 1. Verteilung der Acetalphosphatide in den Glycerinphosphatidfraktionen. 

















Cholin-N Serin-N NH,-N Plasmal 

in % des in °,, des in °% des in °, des 

Gesamt-N Gesamt-N Gesamt-N | Phosphatids 
Lecithin . . : 96 —99 3,6—5 6,4—11 
Serinkephalin. 99(93) 96(95) 17457) 
Colaminkephalin 5(4) 99(96) 4,8(4,7) 





Wie die Zusammenstellung der Analysenwerte in Tab.1 zeigt, hat 
auffallenderweise die Lecithinfraktion den héchsten Acetalphosphatid- 
gehalt. Die Plasmalwerte von 6,4—11°, dieser Fraktion entsprechen 
einem Acetalphosphatidgehalt von 11—20°,, wenn man der Berechnung 
die Feulgensche Acetalphosphatidformel zu Grunde legt. Demnach 
kann kaum mehr ein Zweifel dariiber bestehen, daB im Herzmuskel 
cholinhaltige Acetalphosphatide vorkommen. Die Menge derselben 
scheint sogar gréBer zu sein als die der colaminhaltigen Acetalphospha- 
tide. Der relativ hohe Plasmalgehalt dieser Lecithinpraparate konnte 
auch durch die Isolierung der Dimethylacetale bestitigt werden. In 
diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dai das von Pang- 


* Auszug aus der Dissertation von G. Gehrmann, Kéln 1953. 
** Die Menge des abgetrennten Inositphosphatids war nur sehr gering. 
1 J. Folch, J. biol. Chemistry 139, 973 [1941]; 146, 35 [1942]; 174, 439 
[1948]; 177, 497 [1949]. 
2D. J. Hanahan, M. B. Turner u. M. E. Jayko, J. biol. Chemistry 192, 
623 [1951]. 
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born’ nach einer anderen Methode aus Herzmuskel dargestellte hoch- 
gereinigte Lecithin eine deutlich positive Plasmalreaktion gab. In einer 
spiteren Arbeit* sind jedoch Beobachtungen dieser Art nicht mehr 
erwaihnt, so daB die dort angewendete Darstellungsmethode méglicher- 
weise zu einem acetalphosphatidfreien Lecithinpraparat fihrt. 

Nachdem vor kurzem® serinhaltige Acetalphosphatide in dem 
Gehirnkephalin vorgefunden wurden, hat man guten Grund anzunehmen, 
daB die Acetalphosphatide nicht nur Colamin, sondern auch alle anderen 
fiir die Esterphosphatide charakteristischen N-haltigen Bausteine ent- 
halten. Es scheint allerdings, da diese verschiedenartigen Acetal- 
phosphatide in den verschiedenen Organen in sehr wechselnden Mengen 
vorkommen. So finden sich im Herzmuskel die den beiden Kephalinen 
entsprechenden Acetalphosphatide, wie aus dem niedrigen Plasmal- 
gehalt der beiden Fraktionen hervorgeht, offensichtlich in sehr viel 
kleineren Mengen wie im Nervengewebe. 

Da durch die neue Methode von Hanahan und Mitarbeiter? prak- 
tisch kephalinfreies Lecithin verhiltnismaBig leicht zugianglich ge- 
worden ist, haben wir eine etwas groBere Menge desselben dargestellt 
und die Zusammensetzung des bei der Spaltung auftretenden Fett- 
siuregemischs ermittelt. Das Ergebnis zeigt Tab. 2. 


Tab. 2. Zusammensetzung des Fettsiuregemischs vom Rinderherzlecithin in % 
der Gesamtfettsauren. 











gesittigte Fettsaiuren | ungesittigte Fettsaiuren 
‘ ‘ ‘ ‘ 1 J 
Cre | Crs Cy. | Cys | C29 Cy 
5.7 | 55 21 | 550 | 106 1,1 





Auffallend ist, daB die gesittigten Fettsiuren in der Hauptsache 
aus Palmitinsiure und nur wenig Stearinsiiure bestehen und daB auBer- 
dem die ungesittigten Cy9- und C,,-Saiuren, die sich fast ausschlieBlich 
in der Fraktion der hochungesittigten Fettsiuren vorfinden, nur in 
verhaltnismaBig kleinen Mengen vorkommen. Bei dem angewendeten 
Darstellungsverfahren diirften Verluste an Lecithinen mit hochungesat- 
tigten Fettsiuren wohl kaum eingetreten sein. 


Die Kephalinfraktionen 


Darstellung der Glycerinphosphatide wie friiher® beschrieben. Ausbeute 
aus 23 kg Rinderherz 83 g(a) bzw. 150 g(b) Glycerinphosphatide, die aus dem 
Aceton- bzw. Chloroform-Methanol-Extrakt gewonnen wurden. 

a) NH,-N 59,8 (61,0) °% des Gesamt-N, Serin-N 25,0 (27,1) % des Gesamt-N, 
Plasmal 7,1 (6,9) % (ber. als Dimethylacetal). NH,-N wurde nach van Slyke, 


3 M.C. Pangborn, J. biol. Chemistry 187, 545 [1940]. 
4M.C. Pangborn, J. biol. Chemistry 188, 471 [1951]. 
5 E. Klenk u. P. Béhm, diese Z. 288, 98 [1951]; siehe dazu auch J. A. 
lovern, Biochem. J. 51, 464 [1952]. 
6 E. Klenk, W. Stoffel u. H. J. Eggers, diese Z. 290, 246 [1952]. 
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Serin-N nach Moubasher und Sina’ (jedoch unter Anwendung von Ninhydrin 
an Stelle von pert-Naphthinden-2.3.4-trionhydrat), Plasmal nach Feulgen und 
Mitarbeiter® bestimmt. 

b) NH,-N 67,5 (67,0) %% des Gesamt-N, Serin-N 19,7 (25,1) % des Gesamt-N, 
Plasmal 6,1 (6,3) %. 

Zur Abtrennung des Lecithins wurden a und b vereinigt und 60 g davon in 
dem 5-fachen Vol. Ather gelést. Nach Abtrennung des iiber Nacht im Kiihlschrank 
(+ 2°) in geringen Mengen ausgefallenen Protagons verdiinnte man nochmals mit 
demselben Volumen Ather und fallte das Kephalin mit viel Athanol (etwa 2,5- 
faches Vol. der atherischen Lésung) aus. Obgleich das erhaltene Praparat schon 
annahernd lecithinfrei war (NH, -N 94,4/92,9% des Gesamt-N) wurde es nochmals 
in Ather aufgenommen und wie oben mit Athanol gefallt. 17,7 g Kephalin (P 3,46/ 
3,34%, N 1,62/1,69%, NH,-N 99,3/94,1% des Gesamt-N, Serin-N 29,1/31,3% des 
Gesamt-N, Plasmal 3,3/3, 5%, Jodzahl ‘BT ,4/61,2) 

AnschlieBend wurden 14 g dieses i cciancmien nach Folch in inosit-, 
serin- und colaminhaltige Fraktionen mit folgendem Ergebnis aufgeteilt: Inosit- 
phosphatid 0,6 g, Serinkephalin(I) 4,6 g, Zwischenfraktion 3,5 g, Colaminkephalin 
5,1g. Da die Serinkephalinfraktion nur etwa 85% des Gesamt-N als Serin-N 
enthielt, wurden 3,8 g davon noch einmal in derselben Weise fraktioniert, wobei 
man 3,0 g Serinkephalin (II), 0,4 g einer Zwischenfraktion und 0,2 g Colaminkepha- 
lin erhielt. Die Analysenwerte der einzelnen Fraktionen zeigt Tab. 3. 


Tab. 3. Analysenwerte der Kephalinfraktionen. 





























= NH,-N | Serin-N 

oe OR SS ee ee 

/0 /0 |IGesamt-N|Gesamt-N /0 
; 1,17 | 3,41 94,3 36,9 2,7 43,4 
Incsitphosphatad . . -! 197 | 337 | 96,1 37,1 26 42,6 
i 1,60 | 3,36 | 95,8 93,3 1,7 37,3 
Serinkephalin IT . . -| 7’g9 | 3'39 | 95,0 98,8 16 37.7 
es 1,18 | 3,23 | 96,3 13,2 3,5 55,8 
Zwischenfraktion . . . 1.97 | 3.66 921 16,5 34 53,6 
icciniiieaiee 1,72 | 3,33 | 98,5 4,9 4,8 59,0 
ee > + ee ieee) 6s 3,8 4,7 58,3 


Die Lecithinfraktion 


Nach Ausfallung des Kephalins wurden die in Lésung verbliebenen Phos- 
phatide, unter welchen sich die Gesamtmenge des Lecithins befand, nach dem 
starken Einengen der Lésung im Vakuum mit Aceton gefallt. 29 g Rohlecithin 
(N 2,17/2,27%, P 3,71/3,69%, NH,-N 51,8/49,5% des Gesamt-N, Plasmal 5,3/5,5% ). 
In einem anderen Ansatz wurden aus 150 g Glycerinphosphatid 73 g einer Phos- 
phatidfraktion mit einem Lecithingehalt von nur 40% erhalten. Nach nochmaliger 
Abtrennung einer Kephalinfraktion durch Fallung mit Alkohol wie oben verblieben 
noch 58 g Rohlecithin — 19/2,04°%, P 3,33/3,30°,,, NH,-N 26,5/26,3% des Gesamt- 
N, Plasmal 7,1/7,0%). 

Die praktisch vollstandige Abtrennung des noch in reichlichen Mengen bei- 
gemengten Kephalins gelang nach der Methode von Hanahan und Mitarbeiter? 
durch chromatographische Adsorption an Al,O,. Zu diesem Zweck léste man 
12 g des Phosphatids in 400 ccm 95-proz. Athanol. Ein geringer, ungelést geblie- 
bener Anteil wurde abzentrifugiert. Die klare gelbbraune Lésung go man durch 
eine Saule (24 mm (7) von 240 g Al,O, (Merck, standardisiert nach Brockmann) 


7 R. Moubasher u. A. Sina, J. biol. Chemistry 180, 681 [1949]. 
8 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 
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und eluierte mit Athanol so lange, bis der DurchfluB P-frei war. Um einen schnelleren 
DurchfluB8 zu erzielen, driickte man die Fliissigkeit mit einem Uberdruck von 
etwa 0,5 Atm. durch die Saule. 

In einem der Ansatze wurde der DurchfluB in Fraktionen von je 100 ccm 
aufgefangen und von jeder Fraktion durch Abnahme eines aliquoten Teils der 
Phosphor bestimmt. Ergebnis siehe Abb. 1. 





Abb. 1. Chromatographische Reinigung 
des Rohlecithins. Ordinate: P-Gehalt der sek 
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Die vereinigten P-haltigen Fraktionen wurden im Vakuum stark eingeengt. 
Durch Fallung mit Aceton erhielt man das praktisch kephalinfreie Lecithin als 
flockigen, schneeweiBen Niederschlag. Die Substanz firbte sich aber beim Trocknen 
im evakuierten Exsiccator verhiltnismaiBig schnell schwach gelb. Ausbeute: 
60—75% des in dem Rohprodukt vorhandenen Lecithins. Der verschiedene 
Lecithingehalt (50—70%) des Rohprodukts war dabei ohne Einflu8 auf die Aus- 
beute. Die Analysenwerte der in verschiedenen Ansatzen gewonnenen Lecithin- 

















praparate zeigt Tab. 4. 
Tab. 4. Analysenwerte der kephalinfreien Lecithinfraktionen. 
= NH,-N_ |Cholin-N* 
¥ Pigxa i ya rae Jodz 
ce /O0  |Gesamt-N|Gesamt-N 4 ° 
1,80 | 3,79 4,4 yA 
1 192 | 380 | 41 95,2 10,9 68,1 
1,79 | 3,69 4,0 10,5 P 
se 99 | 363] 43 96,8 9,8 063 
2,02 | 3,79 3,7 6,5 
3. 204 | 3,79 | 3.5 4 6,3 _ 
1,88 | 3,93 4,8 le 
4. 192 | 388 | 4:5 71 00,9 
berechnet: 
Palmityl-oleyl-Lecithin | 1,80 | 3,99 0 100 32.1 
Stearyl-arachidonyl- 
POC: «6 se a 1,69 | 3,75 0 100 1227 























* Bestimmung nach Brante’®, 


® G. Brante, Biochem. Z. 305, 136 [1940]. 
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Spaltung des Lecithins mit der 15-fachen Menge 3-proz. methanolische: 
Salzsiure. Fettsiuremethylester und Dimethylacetale mit Petrolather ausgeschiit- 
telt und bei 0,1 mm Hg destilliert. Nach Verseifung mit der 35-fachen Menge n/2- 
methanolischer Natronlauge durch 2-stdg. Kechen unter Riickflu8 die Dimethyl- 
acetale mit Petrolather ausgeschiittelt. Aus der wisserig-methanolischen Seifen- 
lésung die Fettsauren in Freiheit gesetzt und mit Ather ausgeschiittelt. Ergebnis 


siehe Tab. 5. 


Tab. 5. Ausbeute an Fettsiuren und Dimethylacetalen bei der Spaltung des 
Rinderherzlecithins. 




















a des | Ester- und Acetalgemisch | Pettsauren Dimethylacetale 

gespaltenen 

“ Lecithins Rohprod, Dest illat Menge Menge Plasmal 
g g g g g % 
13 8,6 | 7,65 12.4 | 1,3 88 
13 9,0 q58 Se | 1,0 86 








Die Fettsiuren wurden nun durch fraktionierte Tiefkihlkristallisation bei 
20° und — 50° in die drei Fraktionen der gesittigten (4,0 g, Jodz. 10,8), schwach 
ungesattigten (4.5 g, Jodz. 103,0) und hochungesittigten Fettsauren (2,75 g, Jodz. 


186,1) zerlegt!® 


Gesattigte Fettsiuren. Die Methylester wurden mit Hilfe einer Dreh- 
bandkolonne bei einem konstanten Druck von 6 mm Hg mit folgendem Ergebnis 
(Tab. 6) fraktianiert destillier+. 


Tab. 6. Fraktionferte Destillation der Methylester der gesittigten Fettsiuren. 












































Methylester freie Fettsiuren 
; Aus Aceton pon 
, a 350 =a Er umkrist. = Aquiv 
g Sdp., Schmp. | nj) | Jodz. & ‘3 E fone. & Gew 
2 =~ Schmp-|" Gow. - er, 
0,210] 167° | 29,5—-30¢] 1,434¢] 3,3. | 62,5° | 295-7 | ge | 298.5 
, ee a ee | | ee 
5-4-4 IR O ‘ 
25 37 168°! 99 5-306 248 > | B90 255.4 | go wo | 257,2 | Cy H,.0, 
1,350 |167—168°| 29,530 1,4348)} 1,6 | 62 255.3 62,5 256.1 | 62,5° 256.3 
ore 7 on 
0,703 168° | 29-309 | 1,4352] 2,8 | 620 | 267 | g90 254,6 
253.6 255,2 
IAQ ORR 
0,252 |168—172°| 28,5—30°| 1,4360] 5,4 | 62,5° | 2280 | ggo | 255.6 
257.8 256,1 
1,000 |172—1939 — — — - a —~_ | CygH350. 
» | eo x | 283.2 | eo xo | 283,1 | 69,2° 284,3 
5) ) /) 2 50 ’ ’ 
0,200 24,6 | 62,5 282.0 63.5 283.8 





Wahrend Fr. 1—4 aus praktisch reinem Palmitinsiuremethylester bestanden, 
liandelte es sich bei der Fr. 5, dem Siedepunkt entsprechend, um ein Gemisch der 
Methylester von Palmitin- und C,,-Sauren (Stearin- und Olsaure). Eine praktisch 
reine Stearinsiure wurde daraus durch Beimengung eines Kohlenwasserstoff- 
gemisches (Sdp., 150—220°) im Verhaltnis 1:10 und nochmalige fraktionierte 
Destillation in einer Menge von 0,24g (Schmp. 67—69,5°, Aquiv.-Gew. 286,8 


(288,5) abgetrennt. 


10 Siehe dazu E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 291, 104 [1952]. 
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Tab. 7. Zusammensetzung der Fraktion der gesittigten Fettsiuren. Menge der 
Methylester in g. 





Gesamtmenge 

















. ' yee unge- 

Summe | gesattigt sittigt 
C,¢ | 0,210 | 1,850 | 0,703 | 0,252 | 0,220* 2,741 2,046 0,095 
G.. 0,774* | 0,200 | 0,974 0,563 Oa 











* Die Zahlen sind auf Grund des Ergebnisses der nochmaligen fraktionierten Destillation 
von Fr. 5 geschatzt. 

** Aus der Jodzahl der Fr. der gesattigten Fettsiiuren nach Abzug der ungesiattigten C,,.-Sauren 
errechnet. 

Schwach ungesattigte Fettsiuren. Um eine Zersetzung der in kleinen 
Mengen beigemengten hochungesattigten Fettsiuren nach Méglichkeit zu ver- 
meiden, wurden 4,2 g Methylester bei 10-? mm Hg (am Kopf der Kolonne) unter 
Verwendung eines besonders konstruierten Destillationsapparates mit einer Ko- 
lonne (50 em Hohe, 3,5 cm (%), die mit kleinen Drahtnetzsatteln gefiillt war, mit 
folgendem Ergebnis (Tab. 8) fraktioniert destilliert. 


Tab. 8. Fraktionierte Destillation der Methylester der schwach ungesattigten 




















Fettsauren. 
Methylester freie Fettsiuren (hydriert) 
aus Aceton umkrist. = Kouiv 
o aro A i Ss - {uiv.- 
nage n** | Jodz.| Schmp. — A auiv = Gew. 
§ - Gew Schm Aquiv.-| © ber 
— Gew. w ere 
9729 922 ¢ 
1. | 0,350 | 1.4461} 90,1 | 67—6s¢ pie 67,5—68,5° | 383? 
¢ 9QQ- 9229 
2. | 1,356 | 1,4480| 101,1 | 67—68" ome 68—69° | 3595 
9 9 2 5 
3. | 0,957 | 1,4487| 105,6 | 68,5—69° 5805 | 69—zoo | S80? 
PR* » 
4. | 0,956 | 1,4500] 108,9 | 68,5—69° peg 67,5—69° op 
= oon in pk AT | ne ees | | Cl 
R. | 0,455 | 1,4556] 110,0 | 55—57% 347’3 | 59—60.5° | 5397's | 75,39 319.6 




















Wie aus Tab. 8 hervorgeht, bestechen die iiberdestillierten Fraktionen prak- 
tisch vollstandig aus C,,-Sauren, und zwar vorwiegend aus Olsdure, der jedoch 
auch noch Linol- bzw. Linolenséure beigemengt sein diirften. 


Tab. 9. Zusammensetzung der Fraktion der schwach ungesittigten Fettsiuren. 
Menge der Methylester in g. 


























Summe aus 
1 2 3 + R : a 
‘ 1,2¢ Ester|4,5g Ester 
Cis 0,350 1,356 0,957 0;956 0,147* 3,766 4,036 
Coo 0,308* 0,308 0,331 


* Ber. aus Aquiv.-Gew. der umkristallisierten Siuren. 

Hochungesattigte Fettsauren. Sie wurden nach Uberfiihrung in die 
Methvlester hydriert. Von den insgesamt 2,5 g der hydrierten Methylester wurden 
1g im Gemisch mit 8 g¢ eines Kohlenwasserstoffgemischs (Sdp.g 187—260°) unter 
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Verwendung der Drehbandkolonne fraktioniert destilliert. Aus jeder Fraktion 
wurden die darin vorhandenen Fettsiuren durch Verseifung und Abtrennung des 
Unverseifbaren isoliert. Das Ergebnis zeigt Tab. 10. 


Tab. 10. Fraktionierte Destillation der hydrierten Methylester 
der hochungesittigten Fettsaiuren. 
































Hydrierte Fettsauren 
n aus Aceton umkrist. ay v. 
Sdp., Menge Schmp Aquiv.- — a 5 cong 
- : Gew. : Aquiv.-| 3 . 
g Schmp. a RQ ber. 
= F ; . 274,5 —— 279,9 
1. | 187—1929 0,130 63—64,5° 272.6 67—68° 282.8 
ae 5 289,0 284,3 
=, 0 9 oe 50 ’ — 799 ’ 
2. | 192—205°% 0,372 | 66,5—68,5 287.1 68—70 284.0 
3. | 205—2159| 0,247 | 67,5—70,5° | 309° | 69,5—70,5° | 390°¢ | CyyH 0, 
299 x : 
4. | 215-2269 0,095 | 72-730 | 353% | 73-740 fae 80,5° 340,6 
5. | 226—2549|  — —_ — — — 





Aus der bei 226—254° iibergehenden Fr. 5 lieBen sich keine Fettsiuren mehr 
gewinnen. 


Tab. 11. Zusammensetzung der Fraktion der hochungesiattigten Fettsiuren. 
Menge der freien Saiuren und der Methylester in g. 


















































Summe 
l 2 3 4 7 Methylester 
Saure aus 1g | aus 2,5g 
Ester Kster 
Cre 0,046 0,046 0,049 0,123 
Cis 0,084 0,319 0,062 0,465 0,488 1,220 
Cag 0,053 0,185 0,052 0,290 0,303 0,758 
Coo 0,043 0,043 0,045 0,113 
Zusammenstellung der Ergebnisse aus Tab. 7, 9 und 11. 
gesattigte Fettsiuren| ungesattigte Fettsiuren 
Cig Cys Cis Cis Coo Coo 
Fr. gesattigte Fettsiuren . .| 2,646 0,563 0,095 | 0,411 
Fr. schwach ungesattigte 
Fettsiuren. ...... : 4,036 | 0,331 
Fr. hochungesattigte Fett- 
efuren. .... « : 0,123 | 1,220 | 0,758 | 0,113 
Gesamtmenge ing ..... 2,646 0,563 | 0,218 | 5,667 | 1,089 | 0,113 
in % der Gesamtfettsiuren .| 25,7 5,5 24 55,0 {10,6 el 

















Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft unterstiitzt. 
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Zusammenfassung 


Die Verteilung der Acetalphosphatide auf die durch die stickstoff- 
haltigen Komponenten sich unterscheidenden Fraktionen der Glycerin- 
phosphatide aus Rinderherz wurde festgestellt. 

Der héchste Acetalphosphatidgehalt (11—20%) fand sich in der 
Lecithinfraktion. Da der Kephalingehalt der Lecithinpriparate geringer 
als 5% war und sowohl die Serin- wie auch die Colaminkephalinfraktion 
einen wesentlich geringeren Acetalphosphatidgehalt hatten, wird damit 
das Vorkommen von cholinhaltigen Acetalphosphatiden im Herzmuskel 
als bewiesen angesehen. 

Das Fettsiuregemisch von Rinderherzlecithin hat folgende Zu- 
sammensetzung: gesittigte Fettsiuren C,, 25,7%, Ci, 5,59%; ungesat- 
tigte Fettsiuren C,, 2,1%, Cig 55,0%, Cop 10,6%, Coo 1,1% der Ge- 
samtfettsiuren. 


Das Vorkommen von Hyaluronsaure im Harn 
im Zusammenhang mit ihrem vermuteten Einflub 
auf die Harnsteinbildung 


8. Mitt. iiber das Hyaluronsiiure-Hyaluronidasesystem * 
Von 
Heinz Gibian 
Aus dem Hauptlaboratorium der Schering A.-G., Berlin- West 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Januar 1953) 


Da8 der Harn trotz starker Ubersittigung eine weitgehend stabile 
Lésung darstellt, wird seit langem! auf seinen Gehalt an Kolloiden 
zurickgefiihrt. Stdrungen dieses Gleichgewichtes sollen eine der Voraus- 
setzungen zur Harnsteinbildung sein. 


Schon 1943 hat Franke? Polysaccharide, speziell solche sauren 
Charakters, als wesentliche Harnschutzkolloide nachgewiesen und im 
Hinblick hierauf Méglichkeiten z. B. zur Prophylaxe der Nephrolithiasis 
diskutiert. 


* 1. Mitt., Angew. Chemie 68, 105—117 [1951]; 2. Mitt. (mit H. Lutter- 
beck), Deutsch. Med. J. 2, 475—477 [1951]; 3. Mitt., diese Z. 289, 1—5 [1951]; 
4. Mitt., ebenda 289, 165—172 [1952]; 5. Mitt., ebenda 289, 257—260 [1952]; 
6. Mitt., ebenda 291, 6—13 [1952]; 7. Mitt. (Bibliographie mit etwa 1400 Literatur- 
zitaten) Ergebn. Enzymforsch. 18, [1953], im Druck. 

1 L. Lichtwitz, in Kraus und Brugsch, Spezielle Pathologie und Therapie 
innerer Krankheiten, Berlin 1919, S. 239—296. 

* H. Franke, Med. Habilitationsschrift Kdénigsberg/Ostpr. 1943; Verh. 
dtsch. Ges. inn. Med. 53 [1944] (ungedruckt). 
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Neuerdings haben Butt und Mitarbeiter® entdeckt, daB subcutane 

Hyaluronidaseinjektionen eine Anderung der kolloidalen Eigenschaften 
des Harns verursachen. Bei zu Harnsteinbildung priadisponierten Pa- 
tienten blieb wihrend Behandlung mit wiederholten Injektionen von 
Hyaluronidase die Konkrementbildung aus, was auf eine vermehrte 
Ausscheidung lokal freigesetzter, evtl. partiell abgebauter Hyaluron- 
siure zuriickgefiihrt wurde. Wohlzogen‘ konnte diese Befunde vor- 
laufig bestitigen, indem er bei experimenteller Oxalurie nach s. c. Hyalu- 
ronidaseinjektionen ein Ausbleiben bzw. eine wesentliche Verzégerung 
der Harntriibung fand. 

Ein sicherer Nachweis von Hyaluronsiéure im Hara bzw. ihrer Vermehrung 
nach s. c. Hyaluronidaseanwendung liegt bisher unseres Wissens noch nicht vor, 
Tamm und Horsfall5 berichteten lediglich iiber ein Harn-Mucoprotein, dessen 
Inhibitoreigenschaften gegeniiber der virusbedingten Hamagglutination durch 
Streptococcenhyaluronidase zerstért werden sollen. 

Von Chondroitinschwefelsaure sollen nach Pons® und Neubauer’? 50—100 »/ 
cem Harn ausgeschieden werden; diesen alten Angaben kommt wegen der mangel- 
haften Definition der Substanz zweifellos nur geringer Wert zu. 

Astrup§ und kiirzlich Gibson und Mitarbeiter® konnten ,,heparin-ahnliche“ 
Substanzen (mit gelegentlich fehlender oder nur geringer biologischer Heparin- 
aktivitat) zu 30—120 y/eem Harn nachweisen. Winterstein und Mitarbeiter’? 
dagegen fanden nur nach i. v. Heparingaben mehr als 10 y/ecm Harn in anscheinend 
partiell abgebauter Form wieder (vgl. ,,Uroheparin“ nach Best und Jaques”), 

Als Nachweisreaktion fiir Hyaluronsiiure kommen Fallungen mit 
basischen Farbstoffen wegen mangelnder Empfindlichkeit (und Spezi- 
fitit) kaum in Frage. Da ein spezifisches Fillungsmittel wie das von 
Winterstein?® fiir Heparin verwandte Dimethylaminomethyldibenzo- 
furan noch nicht bekannt geworden ist, bleibt nur die turbidimetrische 
Methode (mit saurem Serumalbumin); damit werden natiirlich auch 
Chondroitinschwefelsiure und, bis zu einem gewissen Grade, Heparin 
miterfaBt. Allerdings mu8 man sich hierbei dariiber im klaren sein, 
daB man nur auf ein Vergleichsprodukt bezogene turbidimetrische 
Werte erhalt, denen je nach Substanz und Polymerisationsgrad ganz 


3 A.J. Butt, J. Urology 67, 450—459 [1952]; ders. und A. Hauser, Science 
[Washington] 115, 308—310 [1952]; dieselben und J. Seifter, Georgia Med. 
Assoc. J. 41, 185—190 [1952]; dieselben und J. Q. Perry, Southern med. J. 45, 
381—387 [1952]. 

4 F. X. Wohlzogen, Wiener Klin. Wschr. 64, 562—563 [1952]. 

5 J.Tamm u. F. Horsfall jr., Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 108—114 
[1950]. 

6 C. Pons, Beitr. Physiol. Pathol. 9, 393 [1907], zitiert nach °. 

7 Neubauer, Analyse des Harns 1913, 1256 zitiert nach 1°, 

8 T. Astrup, Acta pharmacol. toxicol. [Kébenhavn] 3, 165 [1947], zitiert 
nach ® u. 1°, 

® R. B. Gibson, T. L. Carr, 8S. Green u. W.M. Fowler, Proce. Soc. exp. 
Biol. Med. 79, 577—580 [1952]. 

10 A. Studer bzw. R.Marbet u. A. Winterstein, Helv. physiol. Acta 
9, 6—32 [1951]. 

1 C,H. Best u. L. B. Jaques, Ann. N. Y. Acad. Sci. 19, 501 [1948], zitiert 
nach !°9, 
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verschiedene absolute Gewichtswerte zugrunde liegen kénnen}*, Fir 
die vorliegende Fragestellung iiber den Einflu8 einer s.c. Hyaluronidase- 
injektion auf den Hyaluronsauregehalt des Harns diirfte dies jedoch 
bedeutungslos sein. 

Wegen der zu erwartenden niedrigen Werte ist eine vorherige An- 
reicherung der Mucopolysaccharidsiuren notwendig. Mit der von Og- 
ston und Stanier? bei Synovialfliissigkeit benutzten Ultrafiltration 
kénnen hédhermolekulare Anteile einfach salzfrei gewonnen werden. 
Die Gesamtmenge erhalt man durch saure Acetonfallung, wonach 
allerdings zur Turbidimetrie erst dialysiert werden mub. In etlichen 
Fillen wurde ein Teil vor der Turbidimetrie mit Hyaluronidase (,,Kine- 
tin‘ Schering) behandelt. 

Untersucht wurden Misch- und Einzelharne vor allem von gesunden 
Minnern, auch einigen Frauen. Zur Ausschaltung evtl. vorhandener 
Hyaluronidase wurden sie sofort nach Lieferung erhitzt. 

Auf eine Stoffwechselstabilisierung der Versuchspersonen wurde 
verzichtet, da es sich zunichst um orientierende Vergleichsversuche 
handeln sollte. Aus dem gleichen Grunde wurde nicht auf den Gesamt- 
tagesharn Bezug genommen. 

Den Harnen versuchsweise zugesetzte (10 y/ecm) Hyaluronsiure 
wurde zu 80—100% auf dem Ultrafilter * und vollstandig in der Aceton- 
fillung wiedergefunden. 

Mit groBer Konstanz wurden auf dem Filter 1—2 y/ccm, mit der 
Acetonfillung durchschnittlich 5 y/eem (schwankend von 1—15) Mu- 
copolysaccharidsiuren erhalten. Ein groBer Teil davon, manchmal 
alles, erwies sich als Hyaluronidase-empfindlich, wenn auch mit wesent- 
lich geringerer Abbaugeschwindigkeit als bei der Vergleichshyaluron- 
und -chondroitinschwefelsiure. Dies diirfte teilweise auf der Anwesen- 
heit hemmenden (Uro-) Heparins bzw. vor allem auf dem niedrigen Poly- 
merisationsgrad* der Séuren beruhen. 

In Bestiatigung der qualitativen Versuche von Franke konnten 
also eindeutig saure Mucopolysaccharide in allerdings sehr 
geringer Menge im Harn nachgewiesen werden, von denen min- 
destens ein Teil Hyaluron- oder Chondroitinschwefelsaure ist. 

In 4 Fallen (je zwei minnliche und weibliche) wurde der Harn 
2Stdn. nach einer subcutanen Hyaluronidaseinjektion (10 bzw. 
100 Schering-Einheiten)** untersucht: im Vergleich zu den ent- 
sprechenden Kontrollversuchen (am Vortag und vor der Injek- 
tion) ergaben sich keinerlei signifikante Abweichungen! 


12M. Gibian, diese Z. 289, 257—260 [1952]. 

13 H. Langecker, Klin. Wschr. 30, 222—223 [1952]. 

* Bemerkenswerterweise wurden von vergleichsweise in physiol. NaC] (statt 
Harn) geléster Hyaluronsivre, Chondroitinschwefelsiture und Heparin nur resp. 
10,40 und 15% von dem Membranfilter (PorengréBe 5—10 mu) zuriickgehalten. 

** Den freiwilligen Versuchspersonen sei auch an dieser Stelle fiir ihre Bereit- 
willigkeit gedankt. 


Q* 
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2 Stdn. nach der Injektion sollte nach Butt der Effekt am gr6Bten sein; 
eine Kinetindosis von 10 Schering-Einheiten entspricht etwa der Wirk- 
samkeit der von Butt verwandten 500 TRU (Wyeth). 

Die von Butt und Mitarbeit. angegebenen klinischen Erfolge der 
Hyaluronidaseanwendung zur Verhinderung der Konkrement- und 
Sedimentbildung stehen hier nicht zur Diskussion. Die Zahl unserer 
Versuche ist fiir endgiiltige SchluBfolgerungen noch relativ klein. Es 
muB aber nach unseren Ergebnissen schon erértert werden, daB nicht 
Hyaluron- oder Chondroitinschwefelsiure bzw. ihre ersten Spaltprodukte 
im vorliegenden Fall den ,,Kolloidschutz‘ des Harns iibernehmen; 
ob sehr niedrigmolekulare Bruchstiicke, die turbidimetrisch nicht mehr 
erfaBt wiirden, noch die geforderten kolloidalen Eigenschaften besitzen, 
erscheint fraglich. Statt dessen koénnten andere Bestandteile des Binde- 
gewebes in Frage kommen, die beim lokalen Abbau der mucopolysaccha- 
ridischen Grundsubstanzkomponenten frei beweglich werden. 


Versuche 
1. Harne 


Sammlung (friih und untertags) unter Zusatz von 1/9, Thymol, sofort 
nach Erhalt kurz aufkochen zur Fermentinaktivierung und zentrifugieren. Kon- 
trolle des py; des EiweiBgehaltes mit den iiblichen Methoden; des spezifischen 
Gewichtes. . 

Aufarbeitung 


a) Ultrafiltration bei pq 6,5 durch Membranfilter ,,feinst, eiweif- 
dicht“‘, PorengréBe 5—10 mu (Membranfiltergesellschaft G6ttingen) unter 
10 Atii N, (Dauer etwa 2 Stdn.) (Filtrate teilweise nach b weiterverarbeitet). 

Filter mit aqua dest. waschen, in 4/;, Vol. /20 Na-Acetat (py 6,5) aufnehmen, 
aufkochen und zentrifugieren. 

b) Fallung bei py 4,7 unter Riihren mit 2 Vol. Aceton, waschen mit wab- 
rigem und reinem Aceton, trocknen. Aufnehmen zu 50 mg/ccm aqua dest. 
(= Konzentrierung etwa 1:25), aufkochen, zentrifugieren, in graduierten (zur 
Kontrolle der Volumanderung), mit Zellophan zugebundenen Roéhrchen unter 
mechanischer Bewegung 3 Stdn. gegen viel dest. aqua dialysieren, mit n/10-Na- 
Acetatpuffer (py 6,5) 1:2 verdiinnen, evtl. weiter mit n/20-Puffer. 


2. Turbidimetrie 

lcem zu priifende Lésung (in n/20-Na-Acetatpuffer, py 6,5) + 4 ccm aqua 
dest. + 5 ccm Pferdeserum (1:10 verdiinnt mit n/4-Na-Acetatpuffer pq 4,2) nach 
10 Min. im Havemann-Kolorimeter mit GG 11-Filter und 30 mm Kiivette messen. 

Kontrolle der Hyaluronidase-Empfindlichkeit: mit 25 Schering-Einheiten 
Kinetin 3 Stdn. bei 37° inkubieren, dann Turbidimetrie. 

Die Ablesungen werden stets in y der unten beschriebenen Vergleichshya- 
luronséure angegeben, ohne daf damit etwas iiber eine Identitét mit dieser aus- 
gesagt werden soll. 

Im Falle triiber Lésungen, wie sie manchmal aus Filtern entstehen, kann 
gelegentlich nach Langecker* durch vorherige Behandlung mit Pepsin aus- 
reichend aufgehellt werden. 


3. Vergleichssubstanzen (siehe Tab. 1 u. Abb. 1) 


Die Ultrafiltrierbarkeit der Hyaluronsiure in NaCl-Lésung wurde durch 
Zusatz von 10 y/ecm Albumin nicht verandert. 
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Tab. 1. 
Kon- Ultra- 
»Glu- | Asche} Z€2- | Test- | filtrier- 
Name Herkunft| %Nj} 8S cos- | als | tration | faktor| barkeit 
amin“|Sulfat| fir ** *eK 
ee == % 
Hyaluronsaure Nabel- ‘ 
2ou... | edeie 2,9 0,9 | 28 21 0,33 0,4 | 10—15 
Chondroitin. | Knorpel| 4,1 | 3,8| 21 | 28 | 22 |-s10] 40 
schwefelsre. IIb *P , , , 
»»Leo‘‘ 
Heparin etwa 125] 1,4 10,4 19 27 —_ = 5 
IE/mg 
































* In n/5 Na-Acetat, py 4,6 + n/2-NaCl (u = 0,6). 
** MaB fiir die Empfindlichkeit gegen Hyaluronidase. 
*** Aus 10 y/cem physiol. NaCl vom Membranfilter 5—10 mp © zuriickgehalten. 


150 


100F 


50 














J 
5 a ee 
7 ae 
i att n 1 n 
ae SO 100 150 200 250 


y /ccm ———+ 


Abb. 1. Turbidimeter-Standardkurven. Ordinate: Turbidimeter-Skalenteile. 


A: Hyaluron- und 


Chondroitinschwefelsaure, 


B: Heparin (B = 1/, A!). 
Nach Hyaluronidaseeinwirkung werden die Werte fiir A zu 0! 


Die insgesamt 32 
stets nur minimal e 


Ergebnisse 
a) Allgemeines 


Harne waren nach den iiblichen Analysenmethoden 
iweiBhaltig. Eine Korrelation zwischen py, spezif. 


Gewicht, Menge der Acetonfallung (0,03—6 mg/cem), gefundener ,,Hya- 
luronsiure‘‘, ferner ob Morgen- oder Tagesharn, war nicht festzustellen. 


Teils nur halbquantitative Vorversuche hatten ergeben, daB 
ohne Kochen des Harnes viel Hyaluronsiiure (fermentativ ?) ver- 


loren geht; 


Zusatz von SerumeiweiB die Ausbeute der Acetonfallung nicht ver- 


bessert ; 


eine Erhéhung der Acetonkonzentration nur zur vermehrten Salz- 


abscheidung fiihrt; 
die Absetzdauer 
das Aufnehmen 


mit Wasser unzweckmaBig ist (leicht triibend) ; 


der Acetonfillung ohne Bedeutung ist; 
der Acetonfaillung mit Acetatpuffer, pq 6,5, statt 
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b,) Einzelergebnisse. 
Tab. 2. 
Zusatz y Hyaluronséure/eem Harn 
atonuen 4d se 
Morgen ée 
Harn oder Hya- 
2 ieee luron- Acetonfallung Bemerkungen 
Nr. Tages- | caure . , 
harn 10y/ecm Ultrafilter 
Harn Ultrafiltrat Gesamtharn 
1 M -- 5 
2 M + 3 
3 M - 8 7 
5 M + 25 
6 M + 25 
7 M : 4 
8 M + 19 
9 M — 3 6 
+ 6 
10 M + 6 14 
il M + 8 4 
12 M * 8,0 17 
13 = _— 1,2 
+ 11,4 13 
14 sl + 12 21 
15 I + 11,4 1,2 (9) 4) 24 } (undialysiert ) 
16 T — 1,2 
17 x _— 1,3 
18 M — 2,0 5 
19 M - 1,0 9 4 
20 M + -- 6 
21 x = 0,7 
22 M - 1,0 1,2 yi 
T ~ 0,6 1,3 1,4 
iz. G 9 ° (undialysiert) 
7 ae 0:3 a3) a6) {i nach 105: 
er . Kinetin s.c. 
24 M = 2,3 2,9 
T 7 1,0 2 6 
IT} 95 M = 1,3 3 (undialysiert) 
TK 1,0 { 4,4 { K: 10 Es.c. 
(3,3) (3,2) Kinetin 
26 M 12 2,4 2, 
9,4 3,2 (15) (?) 
27 M 7,3 8 
T oa 7,2 "8 
IIT 4 28 M - 32 5,3 9.7 
TK ~- . 7,2 6,2 K: nach 10 E 
s. c. Kinetin 
29 M 7 13,6 
T 1,3 3,4 
IVs 30 M - 1,5 - 0 
TK a 0.8 2,0 K: nach 100 E 
s. c. Kinetin 
31 M _ 8 
+ 22 
32 M me 9 
re 25 
Summe und Durch- _— 19,9 63,5 99.5 
schnitt (ohne dieTK- 15 15 19 
Versuche!) in ie 42 os §.2 
= 74,2 32,2 220 
8 6 i1 
=9,3 = 9,4 == 20 
(berechnet 11,3) (herechnet 15.2) 
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ohne Dialyse der Acetonfallungen die Turbidimetrie wegen Salz- 
fehlern von der GroBe der Einwaage abhiingt. Diese darf hdchstens 
bei 10 mg/eem liegen, was dann aber nicht mehr empfindlich genug ist; 

zur Ultrafiltration der Harn zweckmiabig auf py 6,5 gebracht wird. 
Bei niedrigerem py entstehen triibe, nur schlecht mit Pepsin aufhellbare 
Filter; 

beim Aufnehmen des Filters bzw. der Acetonfaillungen zugesetzte 
Hyaluronsiure quantitativ wiedergefunden wird. 

Von der zugesetzten Hyaluronsiure wurden auf dem Ultrafilter 
80 und mehr Prozent wiedergefunden, der Rest teilweise im Filtrat. 
Beider Gesamtharnfillung scheint Hyaluronsdurezusatz zu etwas hoheren 
Werten zu fiihren, wenn auch besonders die ersten Harnanalysen nicht 
ganz sicher sind. 


b.) Hyaluronidaseempfindlichkeit 



































Tabs: 
y Hyaluronsiure com Harn 
Ultrafilter Acetonfallung des 
Nr. M/T Ultrafiltrats Gesamtharns 
vor nach vor nach vor nach 
25 E/ccm Hyaluronidase 
22 M 1,2 1,6 al 1h 
ol 1,3 0,4 
23 M 4,2 12 = Be. ee 
24 M 2,3 2,7 2,9 1,6 
fly 2 1 6 2,5 
26 M+* 9,4 2,8 3,2 1,3 25 1,8 
—_* 1,2 0,9 2,4 0,9 2,4 1,4 
25 M 1,3 1,8 3 2,2 
27 M 7,3 2,7 8,0 2,5 
T 1,2 1,5 7,8 2,5 
28 M 3,2 2,2 5,3 23 9,7 LAGS 
T 2,8 2,0 7,2 1,9 6,2 1,9 
Summe (ohne Vs 5,1 41,7 18,0 50,3 19,1 
26 M+) 
Anzahl 3 11 | 10 





. = mit bzw. ohne Hyaluronsiurezusatz zum Harn. 
Bei verstarkter Hyaluronidaseeinwirkung gehen die Werte zum Teil noch 
weiter herunter! 
c) Versuche mit subcutaner Hyaluronidaseinjektion 


Siehe auch Tab. 2, Versuche I/II (mannliche Vp.) und III/IV (weib- 
liche Vp.). Die Harnabgabe erfolgte am Vortag und am Versuchstag 
zu etwa gleichen Zeiten. Die Versuchspersonen waren gebeten worden, 
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an beiden Tagen ungefihr gleichmibige Kost zu sich zu nehmen. Die 
Harnmengen waren an beiden Tagen etwa die gleichen. Die letzte 
Harnabgabe (TK) erfolgte 2 Stdn. nach subcutaner Injektion (Unter- 
arm) von 10 (I—III) bzw. 100 (IV) Einheiten Kinetin in 1 cem physiol. 
NaCl. 



































Tab. 4. 
Summe der y Hyaluronsiure / ccm Harn 
Versuche e 
F Acetonfallun 
I bis IV Ultrafilter nd 
Tabelle 2 Ultrafiltrat | Gesamtharn 
Vortag M 1,0:1=1,0 10,8:3=3,6 | 25,6:4=6,4 
(Harne 22,24, 2,9:3—1,0 10,5:3=3,5 | 18,6:4=4,7 
27, 29) 
: M 6,2:3=2,1 9,8:3=3,3 16,9:4=4,2 
Versuchstag 
(Harne 23, TK 5,1:4=1,3 12,8:3 =4,3 13,0:4=3,3 
25, 28, 30) | (nach Kine- 
tininjektion) 
zum Vergleich: Gesamt- 
durchschnitt der Tab. 2 1,3 4,2 5,2 





Fir die sorgfaltige Durchfiihrung der Versuche habe ich Fraulein G. Gasper 
sehr zu danken. 


Zusammenfassung 


Nach Anreicherung mittels Ultrafiltration oder Acetonfallung 
wurden im Harn gesunder Versuchspersonen hyaluronidase-empfind- 
liche Mucopolysaccharidséuren turbidimetrisch nachgewiesen. GroBen- 
ordnungsmaBig wurden 1—2 y,ccm Harn auf dem Ultrafilter, etwa 
5 y,ccm in der Acetonfallung gefunden (bezogen auf eine Vergleichs- 
Hyaluronsaure). Diese Mengen wurden durch subcutane Hyaluroni- 
dase-Injektionen (10—100 Schering-Einheiten ,,Kinetin‘‘) innerhalb 
von 2 Stdn. nicht signifikant verindert. Dieser Befund macht Ande- 
rungen der kolloidalen Eigenschaften des Harns nach s. c. Hyaluroni- 
dase-Gaben iiber eine Ausscheidung von Hyaluron- oder Chondroitin- 
schwefelsiure unwahrscheinlich. 
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Die spektrophotometrische Bestimmung von Barbituraten 
und die Verteilung von Veronal im Organismus 


I, Mitteilung 
Von 
Stefan Goldschmidt, Walther Lamprecht und Ernst Helmreich 
Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Januar 1953) 


Die Vielzahl der Methoden, die zur Bestimmung von Barbituraten 
vorgeschlagen worden sind, zeigt, da das Problem einer geeigneten, 
empfindlichen Analysenmethode dieser K6rpergruppe erheblichen 
Schwierigkeiten begegnet, trotz der enormen Bedeutung, die viele 
Glieder dieser Verbindungsklasse in der Therapie besitzen. Noch schwie- 
riger gestaltet sich der Nachweis von Metaboliten, die tiber das Schicksal 
der Barbiturate im Organismus Auskunft geben kénnen??. Daher ist 
es auch verstindlich, daB sich in der Literatur zuweilen sehr wider- 
sprechende Ansichten verschiedener Autoren vorfinden. Im Verlauf der 
letzten Jahre sind, hauptsiéchlich von amerikanischer Seite, auch durch 
radioaktive Atome markierte Barbiturate dargestellt und verwendet 
worden, Arbeiten, in denen bereits erfolgversprechende Ansitze zur Auf- 
klérung des Schicksals der Barbiturate im Organismus vorliegen. 

Im Zusammenhang mit Arbeiten iiber ,,Entgiftungsreaktionen‘‘ 
haben wir begonnen, die Verteilung der Barbitursiure im Organismus, 
ihren Unibau und Abbau in vitro und vivo zu studieren. Eine vor kurzem 
erschienene Arbeit von Goldbaum® veranlaBt uns, einige unserer bis- 
herigen Befunde jetzt schon mitzuteilen. 


Analytische Erfassung von Barbituraten 
a) Die Zwikker-Reaktion 

Zur kolorimetrischen Bestimmung von Barbituraten wird in der 
Praxis die sog. ,,Zwikker-Reaktion“ beniitzt. Sie beruht darauf, daB 
Barbiturate im alkalischen Milieu mit Kobalt-Salzen einen violett- 
blauen Farbkomplex bilden, wenn Feuchtigkeit sorgfiltig gemieden 
wird. Diese Reaktion ist vielfach niher untersucht worden und hat 
infolgedessen je nach Ursprungsland und Bearbeiter verschiedene Be- 
zeichnungen erhalten. So heiBt sie in Frankreich ,,Denigés- oder Parri- 
Reaktion, in USA ,,Koppanyi-Reaktion“. In Deutschland hat Fre- 
senius* die Reaktion einer sorgfiltigen Nachprifung unterzogen. In 


1 Siehe Zitat B. E.W. Maynert u. H. B. van. Dyke, J. Pharmacol. exper. 
Therap. 96, 217—242 [1949]; The Metabolism of Barbiturates, siehe dort auch 
Literaturiibersicht. 

2 E.W. Maynert, J. biol. Chemistry 195, 1—45 [1952]. 

3 L.R. Goldbaum, Analytic. Chem. 24, 1604 [1952]. 

4 Ph. Fresenius, Photometrie der Barbiturate, Siiddtsch. Apotheker-Ztg. 80, 
112 [1940]. 
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St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. E. Helmreich, 
jiingster Zeit haben Leland, Mattson und Holt® die Methode ver- 
feinert. Sie fanden, daB der Farbkomplex zwischen Barbiturat und 
Kobaltsalz am stabilsten ist, wenn als Alkali 7-Propylamin verwendet 
wird. Man arbeitet zweckmiBig in einem Chloroform-Methanol-Gemisch 
3:2, das i-Propylamin enthalt. Besonders zu beachten ist der vollkom- 
mene AusschluB von Feuchtigkeit, da sonst die Farbe sehr schnell aus- 
bleicht. 

Wir versuchten zunichst, die Zwikker-Reaktion in der von Leland, 
Mattson und Holt vorgeschlagenen Form zur Bestimmung von Barbi- 
turaten zu beniitzen. Da der Farbkomplex, wie wir am Beispiel des 
Veronals feststellen konnten, ein ausgepriigtes Maximum bei 5600 A 
besitzt, kolorimetrierten wir unter Verwendung eines entsprechenden 
Filters im ,,Leifo“. Wir fanden jedoch bald, da die Methode fiir die 
beabsichtigten Zwecke nicht brauchbar ist. Das Lambert-Beersche 
Gesetz ist naimlich nur im Bereich von 100—240 y/cem Lésung giiltig. 
Ist die Konzentration kleiner als 10 mg/100 cem, so bleicht die nur 
schwach gefirbte Losung schnell aus. Oberhalb der angegebenen Grenze 
gehorchen die Lésungen nicht mehr dem Absorptionsgesetz, d. h. es findet 
ein Abfall der Geraden statt. Abgesehen von verschiedenen Mangeln, 
wie z. B. geringer MeBbereich und grofe Fehlerbreite der MeBwerte, 
gestattet die Methode nicht, so kleine Mengen von Barbituraten zu er- 
fassen, wie sie unter physiologischen Bedingungen auftreten kénnen®. 


b) Spektrophotometrische Bestimmung 

Schon friiher sind Versuche zur spektrophotometrischen Bestim- 
mung von Barbituraten unternommen worden. So haben Hellman 
und Shettler’ eine Methode zur Bestimmung von Pentothal auf dem 
genannten Weg angegeben, spater haben Jailer und Goldbaum§® sowie 
Goldbaum!® die Methode modifiziert und ausgearbeitet. 

Unsere eigenen Arbeiten gehen auf Untersuchungen von Elvidge?® 
und Stuckey" zuriick, die fanden, dai Barbiturate im alkalischen 
Medium ein charakteristisches Absorptionsband im UV besitzen. Es lag 
nahe, hierauf eine quantitative Bestimmungsmethode fiir diese zu 
griinden. Wir haben daher zunichst die Absorptionsspektren einiger 
Barbiturate im UV bestimmt. Im neutralen (pg 7) Gebiet (I) fehlt, wie 
sich beim Natriumveronal zeigte, ein charakteristisches Maximum und 


5 L. Leland, N. Mattson u. W. L. Holt, J. Amer. pharmac. Assoc. 37, 55 
[1949]. r: 

® Nachteilig wirkt sich auch aus, daB das Chloroform vdllig frei von Athanol 
sein muB8 (Stérung der Extinktionswerte) und infolgedessen dann wenig stabil ist. 

7 LL.M. Hellman u. L. B. Shettler, J. biol. Chemistry 148, 293 [1943]. 

8 J. W. Jailer u. L.R. Goldbaum, J. La». clin. Mod. 31, 1344 [1946]. 

®L. R. Goldbaum, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 94, 68 [1948] (vgl. 
auch J. I. Walker u. R. F. Fisher, Amer. J. clin. Pathol. 18, 451 [1948] und 
T. C. Gould, E. L. Mayou. H. P. Bowman, Fed. Proc. 8, 295 [1949)). 

10 W.L. Elvidge, Quart. J. Pharmac. Pharmacol. 18, 219 [1940]. 

u RR. F. Stuckey, Quart. J. Pharmac. Pharmacol. 14, 217 [1941]; 15, 370 
[1942]. 





Min 
Abfi 
Carl 















Bd. 292 (1953) Die spektrophotometrische Bestimmung von Barbituraten [ 127 


: Minimum, nur zwischen 2340 und 2380 A tritt ein Knick im homogenen 
{ Abfall der Kurve ein, der wohl der aus anderen Messungen bekannten 
Carbonylbande des Pyrimidinringes entspricht (Abb. 1). 











re) 4. + 
2100 2200 2300 2400 2500 2600 2%0 2800 
Abb. 1. Na-Veronal 50y/ecm, Phosphatpuffer py 7,0. 


MifBt man dagegen ein Barbiturat, das in n/2-Natronlauge gelést 
ist (II), so ergibt die Messung in Ubereinstimmung mit den amerika- 
nischen Autoren? ein Minimum bei etwa 2350 A und ein Maximum bei 

- 12 Die beiden Arbeiten von Goldbaum kamen infolge der Schwierigkeiten 
bei der Literaturbeschaffung erst nach Ausarbeitung unserer Methode zu unserer 
Kenntnis. 
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etwa 2550 A. Allerdings ist die Lage dieser GréBen nicht, wie ange- 


nommen wird, fiir alle Barbiturate gleich, sondern es zeigen sich gelegent- 


16 
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ag 
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a2 











re) 
2200 2300 Hoo 2500 2600 2700 2800 2900 


Abb. 2. Na-Luminal 3; Na-Veronal —-—-+—; Ca-Phanodorm ——-- —; 
Na-Evipan ---------; jeweils 50 y/ccm n/2-NaOH. 


lich Verschiebungen, wie die auf eigene Messungen beruhende Tab. 1} 
und die Abb. 2 deutlich zeigen”. 


18 Dieser Befund beansprucht deshalb Interesse, weil man so in bestimmten 
Fallen feststellen kann, welches unbekannte Barbiturat vorliegt. So ist es uns 
méglich gewesen, im Falle einer Barbituratvergiftung in kurzer Zeit festzustellen, 
daB die Vergiftung mit Evipan erfolgt war. Da in diesem Falle auch zur chemischen 
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HN—CO HN—CO 
| ( alkalisch ‘. | | 
OC GRR, | Na+|-OC CR,R, 
| saue 
HN—CO = N—CO 
I I 
Tab. 1. UV-Absorptionsspektren einiger Barbiturate. 
Barbiturat R, R, | Maxim. | Minim. 
Natrium-Luminal .}| C,H; C,H; 2550 A 2350 A 
Na-Veronal. . . .| C,H; C,H; 2550 A 2330 A 
Ca-Phanodorm. . .| C,H, Cyclohexenyl 2550 A 2350 A 
Na-Evipan . ...| CH, |Cyclohexenyl(NCH,)| 2430 A 2350 A 
Me: be nas Allyl Allyi 2550 A 2350 A 





Aus dem Vorstehenden folgt, da man Barbiturate im alkalischen 
Medium durch Extinktionsmessungen im UV erfassen kann, wenn man 
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to) 5 1 5 20 25 30 35 #0 45 Jo 
Abb. 3. Eichkurve Na-Veronal; Ca-Phanodorm. 


diese Messungen bei den Wellenlingen der Maxima und Minima vor- 
nimmt und vergleicht. Die Gehaltsbestimmung fiihrt man zweckmiaBig 
unter Zuhilfenahme von Eichkurven (Abb. 3) durch. 


Untersuchung ausreichende Mengen d. B. verfiigbar waren, konnte der spektro- 
metrische Befund durch chemische Analyse bestatigt werden. 
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Goldbaum® hat vor kurzem iiber eine spektrometrische Bestimmungs- 
methode fiir Barbiturate berichtet, die jedoch nach einem Differenzverfahren 
arbeitet, indem die Extinktion bei py 10,5 und in 0,45-n. Natronlauge bestimmt 
und die Differenz fiir die Wellenlange 2600 A in Rechnung gesetzt wird. 

Wir haben uns dann der Bestimmung von Barbituraten in Korper- 
fliissigkeiten, Geweben und Organen zunachst am Beispiel des Veronals, 
zugewandt. Wir versuchten zuerst, in Organextrakten oder Blut, denen 
Veronal zugefiigt war, nach Fillung der Proteine mit Trichloressig- 
siure den Veronalgehalt direkt zu bestimmen. Es zeigte sich jedoch, 
daB die von EiweiB befreiten Lésungen nicht optisch leer waren. Die 
Extinktionen lagen hoher als ihrem Barbituratgehalt entsprach und 
stiegen mit der Menge des eingewogenen tierischen Materials an. 

Nach Fehlschlagen dieser vereinfachten Methode haben wir von 
der Tatsache Gebrauch gemacht, daB Barbiturate beim pg des Organis- 
mus nicht als Salze, sondern in freier Form vorliegen. Wir stellten schliel}- 
lich fest, da&B man sie unter diesen Bedingungen durch Ausschiitteln 
quantitativ in Chloroform iiberfiihren kann. Aus der Lésung in Chloro- 
form kann man sie dann beim Ausschiitteln mit »/2-Natronlauge prak- 
tisch quantitativ in diese unter Salzbildung zuriickbringen. Diese Me- 
thode hat den Vorteil, daB im MefBbereich stérende Verbindungen, wie 
Nucleinséiuren, Nucleotide usw., die ebenfalls im UV absorbieren, 
nicht in dié Chloroformschicht oder die wiBrige Phase aufgenom- 
men werden, wie Blindversuche zeigten. Man mu8 nur darauf achten, 
da8B die optische Messung sehr bald nach der Uberfiihrung des Barbitu- 
rates in die waBrig-alkalische Lésung erfolgt. Wir konnten nimlich fest- 
stellen, daB die Extinktion verschiedener Barbiturate im alkalisch- 
waBrigen System mehr oder minder schnell zuriickgeht. So zeigte sich, 
daB die Extinktion des Luminals nach 4Tagen, die des Evipans sogar 
nach 60 Min. auf die Halfte gesunken war. Wesentlich bestindiger ist 
das Veronal’*. Bei Beriicksichtigung der vorstehenden Ausfiihrungen 
laBt sich noch 1 y/ecm Loésung erfassen, fiir die Bestimmung ben6tigt 
man 15—20 Min., der relative Fehler betrigt + 2%. 


Die Verteilung von Veronal im Organismus 


a) Ratten 

Fiir die Versuche kamen Inzuchtratten von 120—130g Gewicht 
zur Verwendung, denen die gewiinschte Menge von Na-Veronallésung 
(3 g Veronal-Natrium in 50 ccm Phosphatpuffer, py, 7,0) intraperitoneal 
injiziert wurde. Zu gegebenen Zeiten wurden die Tiere durch Decapi- 
tieren getotet, solche, die noch nicht eingeschlafen waren, nach vorheriger 
kurzer Narkose mit Ather. Barbituratbestimmungen wurden haupt- 
sichlich in Blut, Leber, Milz, Nieren und besonders in verschiedenen 
Gehirnregionen vorgenommen, d.h. im Gesamtgehirn, Cortex, Cere- 


14 Im sauren Gebiet fehlt bei manchen Barbituraten der Extinktionsabfall 
(Veronal, Dial), bei einigen, merkwiirdigerweise auch bei N-methylierten tritt ein, 
wenn auch viel schwacherer, Abfall ein (z. B. Evipan). 
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bellum und der Rautengrube’. Bestimmungen im Hypothalamus, 
die ein besonderes Interesse beanspruchen, haben wir wegen Schwierig- 
keiten bei der Priparierung der regio hypothalamica bei Ratten!® noch 
nicht ausfiihren k6nnen. 

Bei den ersten Bestimmungen wurden von allen Organextrakten 
das gesamte Gebiet zwischen 2200 und 3200 A durchgemessen. Die Ab- 
sorptionskurven entsprachen in Héhe und Wellenliinge der Minima 
und Maxima genau den von Veronalkurven gleicher Konzentration, 
d. h. das Veronal ist in den Organen noch in unverinderter Form vor- 
handen. Dies deckt sich mit friiheren Befunden von Keeser?’, die das 
in verschiedenen Gehirnpartien angereicherte Barbiturat durch Sub- 
limation und Schmelzpunkt als unverindertes Veronal identifizierten. 
Jede unserer Bestimmungen zum festgesetzten Zeitpunkt wurde an 5 
bis 6 Tieren durchgefiihrt. Die in den Tabellen und Kurven wieder- 
gegebenen GrodBen stellen die so erhaltenen Mittelwerte dar, bezogen 
auf 1 g Organ oder 1 cem Fliissigkeit. Im ganzen sind zur Injektion 
zwei verschiedene Veronalmengen verwendet worden. 


aa) Dosis letalis 

2 ccm Veronallésung in Phosphatpuffer, py 7,0 (= 120 mg Natriumveronal). 
Die Einschlafzeit betrug 5 Min.; Exitus trat bei allen Tieren nach etwa 1% Stde. 
ein, Tétung der Tiere 4/,, 1, 5, 15, 20 und 30 Min. nach erfolgter Injektion. Die 
Ergebnisse sind in Tab. 2 enthalten. 


Tab. 2. Veronalgehalt in y verschiedener Organe der Ratte nach intraperitonealer 
Injektion von 120 mg Natriumveronal. 








Zeit in Min. 05 | 1 5 15 | 20 | 30% 
Leber . 45,8 96,6 127,2 145,4 152,2 137,9 
Milz 63,2 133,8 133,0 111,0 108,3 102,1 
Nieren. 24,3 117,9 87,4 102,3 124,1 116,8 
Blut 21,0 69,0 115,2 126,4 131,2 108,5 
Gesamthirn 22,8 23,4 66,2 76,8 88,9 113,0 
Cortex. . . 21,7 81,0 88,3 117,5 124,8 132,8 
Cerebellum 19,5 67,3 67,8 90,0 100,5 134,8 
Rauteagrube . 19,5 122,2 207,0 243,4 271,0 374,0 




















*) Exitus. 


ab) Dosis tolerata 

0,5 cem der gleichen Veronallésung (= 30 mg Natriumveronal). Die Schlaf- 
zeit betrug hier 7—8 Stdn. (Einschlafzeit = 5 Min.). Wie durch Vergleich mit 
Kontrolltieren festgestellt wurde, waren die Tiere nach dem Aufwachen noch sicht- 
lich benommen und begannen erst nach einem Tage wieder Nahrung aufzunehmen. 
Dann erholten sie sich sehr schnell. Tétung der Tiere: 1/4, 14, 1, 2, 4, 8 und 24 Stdn., 
nach erfolgter Injektion. 


15 Hier beschrankten wir uns darauf, aus dem Boden des IV. Ventrikels 
ein kleines, etwa 15—25 mg schweres Stiick herauszuschneiden. 

16 Versuche an gréBeren Tieren sind z. Zt. im Gange. 

7 1’, u. I. Keeser, Naunyn-Schm‘iedeSergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
125, 251 [1927]; 179, 226 [1935]. 

18 Bei einigen Vorversuchen verwendeten wir Na-Veronal in Wasser gelést. 
Hier trat der Tod, wohl infolge der langsameren Resorption erst nach 114 Stdn. ein. 
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Tab. 3. Veronalgehalt in y verschiedener Organe der Ratte nach intraperitonealer 
Injektion von 30 mg Natriumveronal. 








Zeit in Stn. | % | % | 1 | 2 | 4 | 8 | 24 
Leber .... | 131,4 | 134,4 | 167,4 | 204,7 | 211,1 | 219,9 | 121,3 
ae 47,7 | 61,0 | 64,5 | 62,0 | 460 | 32,2 6,1 
Cortex... . | 107,9 | 127,7 | 164,4 | 190,7 | 197,0 | 188,2 | 104,4 
Rautengrube . | 192,5 | 280,5 | 280,5 | 284,5 | 279,7 | 251,1 | 189,3 


*) Aufwachzeit im Mittel. 


b) Mensch 

Durch das groBe Entgegenkommen der Herren Professor Dr. 
W. Wagner und Dr. K. T. Ruckdeschel von der Universitatsnerven- 
klinik Munchen, fiir das wir an dieser Stelle danken méchten, wurde uns 
Blut einer Patientin zur Verfiigung gestellt, die einen Selbstmordversuch 
durch Einnahme von 10 Tabletten Ca-Phanodorm a 0,1 g unternommen 
hatte: Wir fanden in 1 ccm Blut 4'% Stdn. nach der Einnahme 42,5 », 
nach 91%, Stdn. 19,0 y Ca-Phanodorm. Die Patientin war zum Zeitpunkt 
der ersten Blutentnahme bereits ansprechbar. Wir sind damit beschif- 
tigt, Untersuchungen bei anderen Suicidfillen durchzufiihren, tiber die 
erst spiter berichtet werden soll, wenn ein gréBeres Material vorliegt. 


Diskussion der Versuchsergebnisse 


Fiihrt man einem Tier (Ratte) eine tédliche Dosis Barbiturat zu, 
so kann man dessen Verteilung im Organismus naturgemaB nur _ bis 
zum Eintritt des Todes, d.h. in unserem Falle 30 Min. lang, verfolgen. 
wenn man sekundire Verinderungen beim toten Tier ausschlieBen will. 
Dabei fallt auf, daB das Barbiturat mit erheblicher Schnelligkeit nach 
erfolgter Injektion resorbiert wird. So weisen Milz und Niere bereits 
nach 1 Min. praktisch ihren héchsten Gehalt auf, waihrend er in Leber 
und Gehirn sowie dessen Teilen zu diesem Zeitpunkt noch nicht erreicht 
ist. Erst im weiteren Verlauf tritt dann noch eine Anreicherung ein. Dabei 
zeichnen sich hinsichtlich Dauer und GréBe der Zunahme in den ver- 
schiedenen K6rperteilen erhebliche Unterschiede ab. So ist der héchste 
Gehalt in Leber und Blut nach 20 Min., im Gehirn und seinen Teilen erst 
beim Exitus erreicht worden. Dabei weisen die verschiedenen Teile des 
Gehirns betrichtliche Unterschiede auf. Wihrend Cortex und Cere- 
bellum sich in ihrem Gehalt an Veronal (ungefaihr 130 y/g) nicht sehr 
erheblich von dem anderer Organe (120—140 y/g) unterscheiden, hebt 
sich die auBerordentlich groBbe Speicherung in der Rauten- 
grube (347 y/g)® heraus, die andere Gehirnteile und Organe 
somit um ein Mehrfaches iibersteigt+® (Abb. 4)? 


19 Natiirlich stellt die Gesamtmenge Barbiturat in der Rauteagrube nur 
einen kleinen Bruchteil des im Gesamthirn Vorhandenen dar, da ja ihr Gewicht 
klein ist im Verhaltnis zu dem des Gesamthirns. 

20 Dieser Befund steht im Gegensatz zu Befunden von E. W. Maynert und 
H. B. van Dyke (J. Pharm. exp. Therap. 98, 184 [1950 I], die nach Verabreichung 
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Abb. 5. 30 mg Na-Veroral, Dosis tolerata. 


von Veronal, das m+ N14 markiert war, am Kalb gewonnen wurden; vgl. auch 
Maynert, Fed. voc. 11, 625 [1952]. 
Hoppe-Seylers 7»: « irift f. physiol. Chemie. 292 10 
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Fiihrt man einem Tier eine nicht tédliche Dosis von Veronal zu, so 
kann man Untersuchungen iiber einen beliebig langen Zeitraum aus- 
dehnen. Wir haben das Schicksal des Veronals vorliufig bis zu 24 Stdn. 
verfolgt, und zwar in Blut, Leber, Cortex und Rautengrube. Im Verlauf 
der ersten halben Stunde entsprechen die Werte bei Leber (134 y/g) und 
Cortex (128 y/g) gréBenordnungsmaBig denen der bei Injektion der Dos. 
let. erhaltenen (138 bzw. 132 y/g); im Blut dagegen wird nur etwa die 
halbe Konzentration (61 y anstatt 109 y/ccm), in der Rautengrube etwas 
mehr als 2/, der aufgenommenen Menge erreicht, die bei Verabreichung 
der Dos. let. auftritt (281 y gegen 374 y/g). Wie man aus der Abb. 5 
ersieht, unterscheiden sich die einzelnen Organe hinsichtlich des Zeit- 
punktes, zu dem eine maximale Anreicherung eintritt, die dann tiber 
mehrere Stunden konstant bleibt. Eine Ausnahme bildet nur das Blut, 
bei dem bereits nach 2 Stdn. der Maximumwert deutlich zu fallen 
beginnt. Von besonderem Interesse erscheint, daf im Gehirn (d. h. im 
Cortex und Rautengrube) zum ungefihren Zeitpunkt des Aufwachens 
der behandelten Tiere (8 Stdn.) ein, wenn auch geringer, doch signi- 
fikanter Abfall der Barbituratkonzentration eingetreten ist, der im Ver- 
lauf der ferneren 16-stdg. Beobachtungszeit sich iiberall fortsetzt. An- 
dererseits ist bemerkenswert, dab zu einem Zeitpunkt, bei 
dem die Tiere bereits wieder wach sind, noch sehr erheb- 
liche Barbituratmengen im Gehirn anwesend sind, die nur 
langsam sich verringern, am wenigsten in der Rautengrube, 
wie untenstehende Zahlen zeigen. 































Verringerung des Barbituratgehaltes nach 24 Stdn.in % des 
8-Stdn.-Wertes: 


_. | eres.) bye. So COnmee oa. 6 3 bs 2 4b, Hey 
Sper s cs 3S os ey, — wey Rautengrube. .... . 25% = 63 y 


Die Rautengrube nimmt also, unabhingig von den zugefiihrten 
Dosen, besonders schnell und reichlich das Barbiturat auf und gibt es, 
wenn nicht zuvor der Tod eingetreten ist, besonders langsam wieder ab. 
Man darf dies wohl so verstehen, dab bei der biologischen 
Wirkung eines Barbiturates die Rautengrube eine recht 
bedeutsame Rolle spielt. 

Mit der Fortsetzung der Versuche sind wir beschiaftigt. 


Wir danken dem Bund der Freunde der Technischen Hochschule 
Miinchen sowie der Lechchemie Gersthofen aufrichtig fiir die Bereitstellung 
von Mitteln, die uns die Beschaffung eines ,,Unicam‘‘-Spektralphotometers er- 
méglicht hat. 

Herrn F, Ritz] sind wir fiir seine geschickte und eifrige Hilfe beim Heraus- 


praparieren der Organe, Herrn Dipl.-Chem. E. Giinther fiir wertvolle Ratschlage 
bei den spektrophotcmetrischen Messungen zu besonderem Dank verpflichtet. 
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Beschreibung der Versuche 
Zwikker-Reaktion*! 


Chloroform, p. a.; man trocknet iiber gegliihtem Natriumsulfat und 
destilliert unter FeuchtigkeitsausschluB kurz vor der Messung. Chloroform ,,pro 
narcosi®* ist nicht brauchbar. 

Methanol, p.a. absolut. 

Kobaltacetat. Das Kobaltacetat wird vor Gebrauch 2 Stdn. bei 100° ge- 
trocknet. 125 mg der wasserfreien Verbindung werden in 100 cem absol. Methanol 
gelost. 
i-Propylaminlésung: 25 cem i-Propylamin (vorher destilliert) in 100 cem 
absol. Methanol. 

Barbiturat: Die gewiinschte Menge des trockenen Barbiturates (56—15 mg 
pro 50 cem) wird im MeBkolben in Chloroform gelést und die Lésung auf 50 cem 
autgefiillt. 

Kolorimetrische Bestimmung 

I. 5cem der Barbituratlésung (sorgfaltig getrocknete Pipette!) werden in 
einen 25-cem-MeBkolben gebracht, dann gibt man 5 cem Kobaltacetatlésung und 
5eem i-Propylaminlésung zu und fillt zum SchluB mit Chloroform auf 25 ecm 
auf. Man mischt gut durch und kolorimetriert unter Verwendung eines Filters 
F 560, da das Maximum der Lichtabsorption der komplexen Kobaltverbindung, 
wie wir feststellten, bei 560 my liegt. 

II. Zum Vergleich wird eine Mischung von 5 ccm Kobaltacetatlésung und 
5cem i-Propylaminlésung, die mit Chloroform auf 25 ccm aufgefiillt ist, heran- 
gezogen. Die Extinktion errechnet sich aus der Differenz der Werte I—II. 

Alle Messungen wurden mit dem ,,Leifo‘‘ der Firma Leitz, Wetzlar, durch- 
gefiihrt. 

MeBgenauigkeit: Das Lambert-Beersche Gesetz ist nur im Bereich von 
100 y bis 240 y/cem Barbituratlosung giiltig; d.h.nur hier besteht Proportio- 
nalitat zwischen Extinktion und Konzentration. Sinkt die Barbituratmenge unter 
100 y/cem, so verblaBt die Farbe des Komplexes so schnell, daB zuverlassige Mes- 
sungen unméglich werden. 


Spektrophotometrische Bestimmungen 

I. Extinktionskurven: 100 mg des Barbiturates werden mit Phosphat- 
puffer, py 7,0, zum Liter gelést. 5 ccm einer solchen Lésung werden mit 5 ccm 
n/l-Natronlauge gemischt (50 y/eem) und das Gemisch zur Messung verwendet. 
Wir verwendeten Scheibesche Ringkiivetten, Schichtdicke: 0,50 em, 4 = 2200 
bis 3200 A. 

II. Eichkurven: Um die unbekannte Konzentration einer Barbiturat- 
lésung zu bestimmen, arbeitet man zweckmaBig mit einer Eichkurve. Hierzu stellt 
man sich Lésungen des Barbiturates in verschiedenen Konzentrationen her 
(l10—100 mg/] = 10—100 y/eem in Phosphatpuffer py 7,0). Zur Messung wurden 
je 5cem dieser Lésungen mit 5 ccm n/1-Natronlauge gemischt. Die Extinktion 
des Gemisches wird wie bei I im Maximum und Minimum bestimmt, die vorher 
nach I festgelegt sind. Die gefundenen Extinktionen werden gegen die Konzen- 
tration aufgetragen. Man erhalt jeweils eine Gerade, die durch den Nullpunkt 
verliuft (Giiltigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes, Abb. 3). 

Alle Messungen wurden mit dem _ ,,Unicam‘‘-Spektralphotometer durch- 
gefiihrt. 

Bestimmung von Barbituraten 


a) Blut: Kleine Tiere werden durch Decapitieren getétet. Das ausstromende 
Blut wird in einem graduierten MeBzylinder von 10 cem, der 2 ccm einer 15-proz. 
Kaliumoxalatlésung enthalt, aufgefangen. Man mischt sofort, pipettiert 1 ccm 


*1 Vg). Anm. 5. 


10* 
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des Gemenges in einem 25-ccem-MeBkolben, fiillt mit Phosphatpuffer vom py 7,0 
auf und mischt gut durch. Nunmehr werden 10 ccm hiervon in einen 50-ccem- 
Scheidetrichter abpipettiert und mit 20 ccm reinstem Chloroform (vorher auf op- 
tische Reinheit priifen!) 3 Min. durchgeschiittelt. Die Chloroformschicht wird 
abgetrennt und durch ein doppeltes Filter filtriert. Zur Messung werden 10 ccm 
des Chloroform-Extraktes abpipettiert und mit 5 ccm n/2-Natronlauge im Scheide- 
trichter 2 Min. ausgeschiittelt. Man trennt die beiden Schichten durch Zentrifu- 
gieren und bestimmt sofort den Barbitursiuregehalt der waBrigen Schicht im 
Spektrophotometer. Die Genauigkeit der Methode wurde in Testversuchen kon- 
trolliert (Tab. 4). Soll das Blut durch Aspiration entnommen werden, dann mu 
die Injektionsspritze vorher 2 ccm 3,8-proz. Natriumcitrat auf 10 ccm enthalten. 
Im iibrigen verfahrt man wie oben. 


Tab. 4. Testversuche. 











Veronal y ae Leber (Ratte) |Gehirn (Ratte) 
zugesetzt Mensch Ratte 

Gef. | Fehler* | Gef. | Fehler Gef. | Fehler | Gef. | Fehler 

20 195 | —25 1190] —50 | 193] —35 | 193 | 35 

40 39,0 — 2.5 39,7 — 0:75 | 39,2 — 2,0 39,0 | —2,5 

60 59,1 —1,5 59,4 —10 59,1 — 1,5 59,4 | —1.0 














* Fehler in °/o. 


b) Organ und Gewebe: Nach der Tétung des Tieres wird das zu unter- 
suchende Gewebe bzw. Organ sofort herausgenommen, mit Leitungswasser al)- 
gespiilt und auf Filtrierpapier getrocknet. Dann wird bis héchstens 1,2 g des pra- 
parierten Materials auf einer Torsionswaage gewogen und mit Hilfe eines Potter- 
Homogen'sators mit Phosphatpuffer, pj 7,0, méglichst fein homogenisiert. Um 
die unbedingt notwendige feine Homogenisierung zu erreichen, darf nur ein selir 
gut eingeschliffener Homogenisator Verwendung finden. Das Homogenisat wird 
in einen MeBkolben von 25 cem iibergefiihrt, Homogenisator und Kolben werden 
mit Puffer 2-mal nachgespiilt. Zum SchluB fiillt man zur Marke auf und mengt 
gut durch. 10 ccm dieses Gemenges werden in einen Scheidetrichter von 50 ccm 
pipettiert und mit 20 cem reinstem Chloroform 3 Min. durchgeschiittelt. Weiter- 
hin wird wie unter a) behandelt und gemessen. 


Zusammenfassung 


1. Die sog. ,,Zwikker-Reaktion’* von Barbituraten mit Kobalt- 
salzen eignet sich nicht zur Bestimmung physiologisch méglicher Kon- 
zentrationen derselben. 

2. Barbiturate zeichnen sich in alkalischer Lésung durch eine 
charakteristische Lichtabsorption im UV aus (Maximum ~ 255 mu, 
Minimum ~ 235 my). Unter Beniitzung dieser GréBen wurde eine 
spektrophotometrische Bestimmungsmethode fir Barbiturate aus- 
gearbeitet (Grenze ~ 1 y/ccm). Da die Lage der Maxima und Minima 
fiir verschiedene Barbiturate nicht immer gleich ist, gelingt es in be- 
sonderen Fiillen, die Art. des verwendeten Barbiturates festzustellen. 

3. Mittels der angegebenen Methode wurde die zeitliche Verteilung 
von Veronal im Organismus, abhingig von der verabreichten Menge, 
verfolgt. Zur Verwendung kamen als Dosis letalis 120 mg, als Dosis 
tolerata 30 mg je Ratte von 120—130 g Gewicht. 
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4. Das Barbiturat wird von der Ratte in besonders hohem Mabe 
und mit besonderer Schnelligkeit in der Rautengrube des Gehirns ge- 
speichert, aus der es auch nur verhaltnismaBig langsam wieder abge- 
geben wird22. 

5. Im Gehirn finden sich noch erhebliche Mengen von Veronal, 
wenn das Versuchstier schon wieder wach geworden ist. 


22 Weitere Refunde machen es zweifelhaft, ob sich diese auffallende Speiche- 
rung ebenso bei anderen Versuchstieren resp. beim Menschen vorfindet; vel. 
hierzu auch Anm. 2), 


Zur photoelektrischen Konzentrationsbestimmung 
von Serum-Eiweif auf Papier* 


Von 
M. Wenzel und H. Hanson 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Martin-Luther-Universitét Halle (Saale) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Januar 1953) 


Bei der Auswertung der Papierelektropherogramme von Eiweif, die mit 
einem Farbstoff angefarbt sind — hier Bromphenolblau —, schlieBt man von der 
Farbintensitaét auf die Konzentration des EiweiBes. Die Verkniipfung dieser beiden 
GréBen erfolgt durch das Lambert-Beersche Gesetz. Danach soll der log der durch 
den Streifen fallenden Lichtintensitat, nach dem Verfahren von GraBmann und 
Hannig? gemessen durch den Photozellenstrom, linear von der jeweiligen EiweiB- 
konzentration abhangig sein. Fiir die iibliche Auswertung von Papier lektro- 
pherogrammen ist noch eine weitere Voraussetzung, da8 gleiche EiweiSmengen 
verschiedener EiweiBarten gleiche Farbstoffmengen binden, was nach den Unter- 
suchungen von GraBmann und Hannig nur annaherungsweise erfiillt ist, aber 
doch soweit, daB der Fehler in den Schwankungsbereich, wie er sich aus der Art 
der Auswertung ergibt, hineinfallt. Wir haben die Beziehung zwischen Extink- 
tion und GesamteiweiB-Konzentration gepriift, indem auf einen Filtrierpapier- 
streifen 4,5 18cm jeweils im Abstand von 2cm mit einem Pinsel Serum ver- 
schiedener Konzentration aufgetragen wurde. Die Reproduzierbarkeit der Auf- 
tragung gleicher Volumina pro Flacheneinheit durch den Pinsel wurde als inner- 
halb der Fehlergrenzen liegend gefunden. Das Serum wurde dabei mit 0,1-m. 
Veronalpuffer, py 8,6, in den gewiinschten Verhaltnissen verdiinnt. Danach wurde 
der Streifen in tiblicher Weise mit Bromphenolblau angefarbt. Mi8t man nun in 
einem von uns nach dem Prinzip von GraBmann gebauten Apparat den Aus- 
schlag des Photozellengalvanometers auf einer linear geteilten Skala und tragt 
den Ausschlag gegen die Eiwei8konzentration in log.-lineargeteiltem Millimeter- 
papier auf, so erhalt man in den MeBbereichen der Relativkonzentration zwischen 
100 und 400 eine Gerade (Abb.). 

Die Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes ist also bei der Bromphenol- 
blauanfarbung, wie wir sie durchfiihrten, im verwendeten Konzentrationsbereich 
zulaissig. Die kiirzlich erfolgte Mitteilung von Crook, Harris und Warren?, 
wonach die Beziehung zwischen Photozellenstrom und dem auf dem Papier am 


* Aus der Diplomarbeit von M. Wenzel, Halle (Saale), Juli 1952. 
1W.GraBmann u. K.Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 
2 Ek. M. Crook, H. Harris u. F. L. Warren, Biochem. J. 51, XX VI [1952]. 
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EiweiB haftenden Farbstoff — bei den genannten Autoren Azokarmin B — eine 
hyperbolische Funktion darstellen soll, deckt sich also mit unserem Befund mit 
Bromphenolblauanfarbung nicht. 





Ausschlag 











Abb. 1. Beziehung zwischen der Gesamteiweif-Konzentration von Serum ( fenscl:) 
und dem log der durchgelassenen Lichtintensitit. Die Relativkonzentration 40) 
entspricht etwa einem EiweiBgehalt in der aufgetragenen Lésung von 3°%%. 


Untersuchungen iiber den Stoffwechsel von Salicylamid-['4C] 
= Von 


Friédrich Weygand, Alfons Becher, Dieter Feldmann 
ucd Otto-Alfred Gro’kinsky 


Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Januar 1953) 


Unter den therapeutisch verwendeten Salicylsiiureverbindungen 
hat in letzter Zeit das Salicylamid an Bedeutung gewonnen. In der Lite- 
ratur werden dieser Verbindung gewisse klinische’-§ und pharmako- 
logische®-18 Vorziige zugeschrieben. So werden insbesondere die gute 


10. Wieland, Med. Klin. 1949, Nr. 48, 1530. 

2 R. Reipert, Dtsch. med. Wschr. 1951, Nr. 42, 1312. 

3 T. Wegmann, Schweiz. med. Wschr. 1950, Nr. 3, 62. 

4K. Voit, Med. Klin. 1951, Nr. 36, 933. 

5 H. Dennig u. H. D. Noeske, Med. Welt 1951, Nr. 35/36, 1084. 

6 K. Euler u. R. Remy, Med. Klin. 1950, Nr. 37, 1178. 

7 K. H. Jahnke, Arztl. Wschr. 1951, Nr. 49, 1153. 

8 F. Kniichel, Die Medizinische 1952, Nr. 45 u. 46. 

°C. T. Ichniowski u. W.C. Hueper, J. Amer. pharmac. Assoc. 35, 225 
[1946]. 

10 E.R. Hart, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 89, 205 [1947]. 

uF, Holtz u. I. Drebinger, Schweiz. med. Wschr. 1950, Nr. 44, 1175. 

2 H. Hofmann u. M. Neubauer, Dtsch. Gesundheitswes. 5, 776 [1950]. 

13 J. Drebinger, Die Medizinische 1952, Nr. 23. 

14 VV. P. Seeberg, D. Hansen u. B. Whitney, J. Pharmacol. exp. Thera- 
peut. 101, 275 [1951]. 

15 M. Litter, A.R. Moreno u. L. Donin, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 
101, 119 [1951]. 
16 D.C. Brodie u. I. J. Szekely, J. Amer. pharmac. Assoc. 40, 414 [1951]. 
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Vertraglichkeit und die geringe Toxizitaét im Dauerversuch hervor- 
gchoben. 

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war: 

1. Durch Verwendung von radioaktivem Salicylamid die sich zum 
Teil widersprechenden Angaben tiber den Stoffwechsel des Salicylamids 
nachzupriifen und zu erginzen. 

2. Die nach oraler Salicylamidaufnahme im Blut vorliegenden 
Verbindungen zu identifizieren. 

3. Die Konstitutionen des von A. Becher et al.!” nach Salicyl- 
amidgabe beim Menschen aus Harn isolierten Gentisinamid-glucuronids 
aufzukliiren. 

Dem Schrifttum tiber den Stoffwechsel des Salicylamids ist folgen- 
des zu entnehmen: 


Bondzinski}§ stellte schon 1879 fest, da Salicylamid beim Menschen voll- 
kommen resorbiert wird, und Nesbit!® fand 1892 nur einen kleinen Teil des ein- 
genommenen Salicylamids wieder unverandert im Urin. Nach Bray und Mitarb.*° 
findet bei Inkubation mit Kaninchenleberextrakt keine Abspaltung der Amid- 
gruppen statt. [ehniowski und Hueper® konnten bei Hunden nach oraler Sali- 
cylamidgabe im Serum keine mit Athylenchlorid extrahierbare und mit Fe**~ 
farbbildende Substanz nachweisen (d. h. keine freie Salicylsiure), woraus sie auf 
einen von der Salicylsaure verschiedenen Stoffwechsel schlossen. Dies wurde durch 
eingehende Untersuchungen am Kaninchen von Bray und Mitarb.?! bestatigt, 
die nach Salicylamid (bzw. Salicylsiure; Werte in Klammern) folgende Stoff- 
wechselprodukte im Harn ihrer Versuchstiere feststellten: 0—1°, freies Salicyl- 
amid (85°, freie Salicylsiure), 4—6°, (3—4°) Esterglucuronid, 67 —76°,, (6—14°,) 
Atherglucuronid und 13—16% (0%) Schwefelsiureester. 

In einer spaiteren Arbeit erbrachten Bray und Mitarb.*? noch den Nachweis, 
daB Salicylamid beim Kaninchen in héherem Grad zu Gentisinamid oxydiert wird 
als die Salicylsiure zu Gentisinsiure. Drebinger* sowie Holtz und Drebinger™ 
fanden nach Salicylamidgabe beim Menschen im Harn weder freies Salicylamid 
noch freie Salicylsiure, sondern ausschlieBlich Salicylamidverbindungen. Seeberg 
et al.1' priiften beim Kaninchen die Resorptionsgeschwindigkeit von Salicylamid 
und Salicylsiure. Nach 2 Stdn. waren 60°, des eingegebenen Salicylamids und 
40°% der Salicylsiure, nach 6 Stdn. bereits 85°,, des Salicylamids und 70’, der 
Salicylsiure resorbiert. Der Salicvlatblutspiegel schwankte beim Kaninchen nach 
0,5 g/kg Salicylamid oral nach einer Stde. zwischen 3 und 8 mg’, und war nach 
4 Stdn. auf 2,5 mg abgesunken. Die entsprechenden Werte fiir Salicylsiure be- 
trugen nach einer Stde. 30—35 mg°®4 und waren nach 4 Stdn. unverandert. Zuletzt 
haben Becher, Miksch, Rambacher und Schafer" eine ei:gehende Unter- 
suchung tiber den Stoffwechsel des Salicylamids beim Menschen vorgelegt. Danach 
lieBen sich papierchromatographisch im menschlichen Harn nach EKinnahme von 
3 g weder freies Salicvlamid und Gentisinamid noch freie Salicylsiure und Gentisin- 


17 A, Becher, J. Miksch, P. Rambacher u. A. Schafer, Klin. Wschr. 
1952, Nr. 39/40, 913. 

18S. Bondzynski, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
38, 88 [1897]. 

19 Nesbit, Therapeut. Mh. 6, 86 [1892]. 

20 H.G. Bray, S.P. James, B. EK. Ryman u. W. VY. Thorpe, Biochem. 
J. 42, 274 [1948]. 

21H. G. Bray, B. E. Rymanu. W. V. Thorpe, Biochem. J. 48, 561 [1948]. 

22H. G. Bray, W. V. Thorpe u. K. White, Biochem. J. 46, 271 [1950]. 

*3 1. Drebinger, Diss. Halle 1950. 
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siure nachweisen. Hingegen wurden identifiziert: Salicylamidglucuronid, Gen- 
tisinamid-glucuronid und Salicylamid-schwefelsiureester. 18—25% des Salicyl- 
amids erscheinen im Harn als gebundenes Salicylamid. Die Serumkonzentration 
betrug nach 2 Stdn. 5—9mg% Gesamtsalicylat. 

Im Gegensatz zu den bisher erwihnten Autoren kommen andere Untersucher 
zu teilweise entgegengesetzten Resultaten. So geben Euler und Remy® an, dai} 
sie nach Salicylamidgaben auch Salicylsiureverbindungen im Blut und Harn fest- 
stellen konnten. Ferner sollen nach Salicylamid héhere Blutspiegelwerte als nach 
Salicylsiuregaben auftreten. Nach Litter et al.° werden im Harn 24% des iden- 
tifizierbaren Teiles als freies Salicylamid und 55% in gebundener Form ausge- 
schieden. Ferner soll nach Lechleitner®! nach Einnehmen von Salicylamid ein 
héherer Blutspiegel als nach Natriumsalicylat und freie Salicylsiure im Harn auf- 
treten, auBerdem soll noch im Gegensatz zu anderen Untersuchern® 17: " Salicy]- 
amid langsamer ausgeschieden werden als Salicylsiure. 


Synthese von Salicylamid-[carbonamid-“C] 
Die Synthese wurde entsprechend der nachstehenden Reaktions- 
folge vorgenommen. 


\-MgBr 1) “co, rn 4.1400, ea, TF \.4C0,H CH,OH 
/ OAs 2) HG \ /OCHs ‘ 7 Ou HCl 
7.1800 ,CH, NH, \ ‘4CONH, 

_ OH fitissig -OH 
gl 7 


Salicylsaure-[carboxyl-“C] 


Es bestehen folgende Moglichkeiten zur Synthese dieser Ver- 
bindung. 

1. Die klassische Kolbe-Synthese”, bei der CO, tiber Natrium- 
phenolat geleitet wird, scheidet hier aus, da sie, bezogen auf CO,, zu 
schlechte Ausbeuten liefert. 

2. Bei der Schmittschen Synthese®® wird Natriumphenolat mit 
CO, unter Druck zu Natriumsalicylat umgesetzt. Uber eine mit 7°, 
Ausbeute verlaufende Synthese von Salicylsiure-[carboxyl-“4C] nach 
diesem Verfahren berichtete Schayer?’. Nach Durchfithrung unserer 
Versuche kam uns eine Arbeit von Mandel und Smith? zur Kenntnis, 
in der die gleiche, mit “C markierte Salicylsiure nach dem Schmitt- 
schen Verfahren mit einer Ausbeute von 68°, (Rohprodukt) beschrieben 
wird. 

3. Marasse?® beschreibt ein Verfahren, bei dem nach 2 Phenol +- 
K,CO, + CO, — 2 Kaliumsalicylat 100°, Ausb. an Salicylsiure, be- 
zogen auf Phenol, erhalten werden. Es erscheint besonders zur Gewin- 
nung von Salicylsiiure geeignet, die im Benzolkern mit “C markiert ist. 
24 E. Lechleitner, Dtsch. med. Wschr. 1951, Nr. 42, 1303. 
> H. Kolbe, J. prakt. Chem. 10, 89 [1874]. 

6 R. Schmitt, J. prakt. Chem. 31, 397 [1885]. 

R. W. Schayer, Arch. Biochem. Biophysics 28, 371 [1950]. 

H. G. Mandel u. P. K. Smith, J. Amer. Pharmac.. Assoc. 39, 479 [1950]. 
S. Marasse, Friedlander, Fortschr. d. Teerfarbenfabrikation 3, 821; 4, 152. 
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4, Am besten erschien uns die auch sonst zur Synthese von radio- 
aktiven Carbonsiuren angewandte Carboxylierung von Grignard- 
Verbindungen (vgl. die oben angegebene Reaktionsfolge). Wir ent- 
schlossen uns zu diesem Wege, da nach Grae be®® die 0-Methoxy-benzoe- 
siure leicht ab 120° mit Jodwasserstoffsiure entmethyliert werden 
kann. Erst ab 140° findet merkliche Decarboxylierung statt. Nach Aus- 
fiihrungen von Vorversuchen mit inaktivem Material und Ermittlung 
der besten Reaktionsbedingungen wurde der radioaktive Hauptversuch 
ausgefiihrt, bei dem aus ungeklirten Griinden die Ausbeute geringer 
war als bei den Vorversuchen. 


Zur Darstellung von o-Methoxy-benzoesaure-[carboxyl-“C] wurden 
von einer Grignard -Lésung, die aus o-Methox y-brombenzol und Magnesium 
in Ather bereitet und die 0,22 mMol/mI* enthielt, 5,7 ml (1,25 mMol) zur Carboxy- 
lierung mit CO, aus 197,2 mg Ba!#CO, (1,0 mMol; 3 mC) verwendet*. Die Um- 
setzung wurde in “einer Spezialapparatur unter Schiitteln und Kis-Kochsalzkiihlung 
vorgenommen, Am Ende der !/,-stdg. Carboxylierung waren noch etwa 10% des 
eingesetzten “CO, nicht in Reaktion getreten (Druckmessung unter Beriicksich- 
tigung des Atherdampfdruckes bei — 15°). Dieses wurde mit Stickstoff in eine 
Waschflasche mit Lauge getrieben. Nach Zugabe einiger Eisstiickchen und von 
1 ml] 2-n.H,SO, wurde die atherische Phase in einem kleinen Scheidetrichter ab- 
getrennt, mit Wasser und Ather wurde nachgewaschen. Nachdem die atherische 
Lésung eingeengt worden war, wurde ihr die Methoxybenzoesaure mit einer Lésung 
von 100 mg KOH in 20 ccm Wasser entzogen. Die alkalische Lésung wurde auf 
dem Wasserbad auf 1 ml eingeengt, worauf zur Ausfallung der Methoxybenzoe- 
siure halbkonzentrierte Salzsiure bis zur deutlich kongosauren Reaktion unter 
Kiskiihlung und Rihren zugesetzt wurde. Nach Stehenlassen iiber Nacht wurde 
sie abgesaugt und zur Trocknung in ein Reagensglas gebracht, in das ein Glaschen 
mit P,O, eingefiihrt und das verschlossen wurde**, 

Ausbeute 85 mg (56% der Th.), schwach gelblich. Schmp. 98—99°. (Bei 
inaktiven Vorversuchen betrug die Ausbeute 71,2% d. Th.). Zur Mutterlauge 
wurden 9,6 mg inaktive o-Methoxy-benzoesiure und einige Tropfen Methanol 
gegeben, worauf das Methanol auf dem Wasserbad verdampft wurde. Nach Stehen- 
lassen in Kiswasser wurden 11,5 mg isotopisch verdiinnter o-Methoxy-benzoesaure 
isoliert. Dadurch wurde noch ein Teil der radioaktiven Benzoesaure erfaBt. Nach 
Abzweigung von 5,3 mg der hochaktiven o-Methoxy-benzoesiure gelangten zur 
Atherspaltung 91,2 mg, die etwa 55° der urspriinglich eingesetzten Aktivitat ent- 
hielten. 

Zur Entmethylierung von o-Methoxy-benzeesiure-[carboxyl-“C] zu Salicy1- 
siure-[carboxyl-“C] wurden die zur Spaltung vorgesehenen 91,2 mg in 0,5 ml 
farbloser, frisch tiber rotem Phosphor dest. Zeiselscher Jodwasserstoffsiure in 


30 C. Graebe, Liebigs Ann. Chem. 189, 134 [1866]. 

* Der Ansatz sollte mit 1 mMol Ba“CO, der Aktivitét 3 mC durchgefiihrt 
werden. Es standen 2 Ba!CO,-Praparate A und B mit den spezifischen Aktivi- 
titen Ca = 4,2:10°% mC/mg und Cz = 2,34-10°? mC/mg zur Verfiigung. Zur Er- 
a der nétigen Einwaagen G4 und G, waren die zwei Gleichungen aufzu- 
stellen: 

Ga + Gy = 197,4(mg); GacCa + Gp-Ca = 3 (mC). 
liir Ga ergibt sich 84,4 mg und fiir Gz 113 mg. Es wurden 84,0 mg A und 113,2 mg 
Bb eingewogen. 

** Bei diesen Versuchen, ferner bei der Darstellung des Esters und des Amids 
muBte stets die Fliichtigkeit der Verbindungen beriicksichtigt werden. So ver- 
bietet sich das Abdampfen waBriger Lésungen. Lediglich alkalische Losungen, 
in denen die Verbindungen in Salzform vorliegen, diirfen eingeengt werden. 
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einem Reagensglas gelést. Dies wurde 2 cm tief in ein Paraffinbad eingetauclit 
und 30 Min. auf 120—125°, dann noch 10 Min. auf 125—130° erhitzt. Bereits 
nach 4 Min. schied sich unter Aufhebung der Ubersattigung und Aufwallen ein 
dicker Kristallbrei von Salicylsiure aus. Mit einem Glasstibchen wurde sodann 
geriihrt. Nach beendetem Erhitzen wurde 1 ml Wasser zugesetzt und in den Eis. 
schrank gestellt. Die Salicylsiure wurde abgesaugt und in ein Wagegliaschen ge. 
bracht, in dem sich separat in kleinen GefaBen CaCl, und Quecksilber befanden., 
Rohausbeute 71,1 mg (86% d. Th.), gelbbraun, Schmp. 150—155° Zur gerade 
alkalisch gemachten Mutterlauge wurden 8,6 mg inaktive Salicylsiure gesetzt, 
worauf bis zum Eintreten einer klaren Lésung erwairmt wurde. SchlieBlich wurde 
mit halbkonz. Salzsiure wieder ausgefallt. 11,7 mg isotopisch verdiinnte Salicyl- 
siure wurde so erhalten. 

Zur Reinigung wurden die erhaltenen 82,8 mg radioaktiver Salicylsaure 
mit 48,3 mg inaktiver Salicylsiure in 1 ml 1 -n.NaOH + 1 ml Wasser hei® gelést. 

Nach Zusatz von etwas Tierkohle und weiterem kurzen Erhitzen wurde fil- 
triert, das Filter mit etwas Wasser gewaschen und die Lésung auf dem Wasserbad 
auf etwa 1,5 ml eingeengt. Unter Riihren wurde mit 1,2 ml 1-n.HCl angesauert, 
Nach Stehenlassen im Eisschrank wurde abgesaugt und im Wageglischen mit 
CaCl, getrocknet. Es lagen 120,6 mg vor. Der Mutterlauge wurden 12,6 mg inak- 
tiver Salicylsiure zugesetzt. Mit 1,2 ml l-n.NaOH trat auf dem Wasserbad Lésung 
ein und mit einigen “Tropfen konz. Salzsiure wurde wieder gefallt. Noch 15,2 mg 
isotopisch verdiinnter Salicylsiure wurden so gewonnen. Gesamtmenge 135,8 mg. 
Nach Sublimation unter 1,5 Torr. bei 120° Badtemp. lagen noch 130 mg Salicy|- 
saiure-[carboxyl-"C] in Form schneeweiber Kristalle von Schmp. 155—156° 
vor. Ausb. 44°, ber. auf das urspriinglich eingesetzte Ba“CO,; Aktivitat zu 
1,43 mC/mMol berechnet*. 

Salicylamid-[carbonamid-"C]. 120mg Salicylsiure-[carboxyl-"C} 
wurden in 2 ml absol. Methanol, das mit HCl gesittigt war, iber Nacht stehen 
gelassen. Durch kurzes Erhitzen zum Sieden wurde ein Teil des Chlorwasserstoffs 
entfernt und nach Abkiihlen in Acetontrockeneis wurden 3 ml Ammoniak auf- 
kondensiert. Man lieB allmahlich auftauen und das Ammoniakgas iiber einen Riick- 
fluBkiihler entweichen. Die Ammoniakbehandlung wurde wiederholt. Nun wurde 
das Methanol, in dem sich etwas Ammoniu: nehlorid abgeschieden hatte, vorsichtig 
abdestilliert. Der Riickstand wurde mit Ather extrahiert und die atherische Lésun; 1g 
zur Entfernung von Salicylsiure mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung 
ausgeschiittelt. Nach Verdampfen des “‘Athe rs, wobei keine Aktivitaét mit iiberging, 
wurde im Hochvakuum sublimiert (120° Badtemp., 0,005 Torr.) Ausb. sl mg 
Salicylamid-[carbonamid-“C]. 

Aus dem abdestillierten Methanol, das mit Wasser zunachst verdiinnt wurde, 
lieB sich mit Ather noch ein Gemisch von Salicylsiure, Salicylsiuremethylester 
und Salicylsiureamid erhalten. Die Identifizierung der Verbindung geschah papier- 
chromatographisch. Aus der Natriumhydrogencarbonatlésung wurde nach An- 
siuern und Ausathern noch etwas Salicylsiure gewonnen. Mit dem Gemisch wurde 
die Veresterung mit Methanol-Salzsiure und die Aminierung in der vorher be- 
schriebenen Weise wiederholt. Dies lieferte noch 18 mg Salicylamid der gleichen 
Aktivitét. Gesamtausbeute 99 mg (83% d. Th.); Schmp. 138°; berechnete Ak- 
tivitét 1,43 mC/mMol. Nach der papierchromatischen Untersuchung war die Ver- 
bindung frei von Salicylsiure und Salicylsiuremethylester. Zur Papierchromato- 
graphie diente Whatman Papier Nr. 1 und dest. Wasser als Entwicklungsfliissig- 
keit. Rpr-Werte: Salicylsiure 0,82; Salicylamid 0,64; Salicylsiuremethylester 
0,71. Nachweis durch Farbreaktion mit FeCl,-Lésung in Wasser und durch Aus- 
messen unter einem diinnwandigen Zahlrohr. 


* Im inaktiven Vorversuch waren aus 197 mg Ba CO, 73,3 mg Salicylsaiure 
= 53,5°, gewonnen worden (ohne Ausbeutesteigerung durch Zusatz der betreffen- 
den Verbindungen zu den Mutterlaugen, wie das beim radioaktiven Versuch ge- 
schah). 
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Papierchromatographie. Papier: Whatman Nr.1; aufsteigende und 
absteigende Technik. Entwicklungsfliissigkeiten: A: n-Butanol-Wasser-LHisessig 
40:50:10 Vol.; zur abgetrennten org. Phase werden 5 Vol. Glykol gegeben. 
B: n-Butanol-3-n.Ammoniak = 50:50 Vol.; organische Phase wird verwendet. 
Zur Sichtbarmachung der Verbindungen dienen: 1. WaBrige Lésung von Echt- 
bordeauxsalz BD*, Die getrockneten Chromatogramme werden zuerst mit dieser 
Lésung und anschlieBend sofort mit 2-n.Sodalésung bespriiht. Dieses Diazonium- 
salz gestattet eine eindrucksvolle Unterscheidung zwischen Salicylamid und 
Salicylsiure (vgl. Tab. 1). 2. 5-proz. waBrige Lésung von FeCl). 
Die Betrachtung der Chromatogramme im gefilterten UV-Licht vor und nach 
dem Bespriihen ergibt eine zusatzliche Differenzierungsmoglichkeit. )-Werte, 
Farbe und Fluoreszenz der Flecken sind in Tab. 1 aufgefiihrt. 


Tab. 1. Rr-Werte und Farbreaktionen der reinen Verbindungen. 








Ry-Wert _ [Fmoreszenz Farbreaktion mit 
‘ pad se scl Farb- |EchtbordeauxsalzBD 
Verbindungen Lésungsmittel Chromato- | reaktion und 2-n.Natrium- 
= gramme | mit FeCl, carbonat 
im : 
A* B** | UV-Licht Tageslicht| UV-Licht 
Salicylsiure . . . . . | 0,90 | 0,40 schwach rotviolett gelb dunkel 
: violett 
Salicvlamid . .. . .| 0,90 | 0,50 schwach rotviolett | orange leuchtend 
. violett violett 
Gentisinamid .. . .| 0,86 | 0,24 leuchtend blau _#e | leuchtend 
grin blau 
Salicylamid-glucuronid | 0,37 | 0,00 -- -- — —— 
’ au 
Gentisinamid-glucuro- | 9 97 | 9 99 blau grau- violett- | leuchtend 
nid ee ? violett violett rot tief blau 
Salievlamid-schwefel- 
Saliey lamid-schwefel 0,52 | 0,22 ae: _ »” _ 
saureester 




















* Absteigend. 
** Aufsteigend. 
*** Vor dem Bespriihen mit 2-n.Natriumearbonat schwach grau-rot. 


Kaninchenversuche 
Versuch A**, 30,838 mg Salicylamid-[carbonamid-"C] mit einer Ak- 
tivitat von 1,4 mC/mMol wurden mit inaktivem Salicylamid auf 1,607 g verdiinnt 
(Verdiinnungsfaktor 1:53,7). Die Verdiinnung erfolgte durch gemeinsames Lésen 
in Ather und anschlieBendes Verdampfen desselben. Die Substanz wurde sodann 
in einer Reibschale fein gepulvert und mit Tyloseschleim zu einer homogenen Sus- 
pension zerrieben. Ein Kaninchen von 2,5 kg Gewicht, das 24 Stdn. gehungert 
hatte, erhielt von dieser Suspension einen Anteil, der 1,22 g Salicylamid entsprach, 
per Schlundsonde. Das Tier wurde in einen Stoffwechselkafig gegeben und nach 
bestimmten Zeiten wurde Blut aus der Ohrvene entnommen, sowie das Harn- 
auffanggefaB gewechselt. Der innerhalb von 24 Stdn. angefallene Kot wurde mit 
einer Pinzette gesammelt. 

* Stabilisiertes Diazoniumsalz der Naphthol-Chemie, Offenbach a. M. 
Wir danken der Naphthol-Chemie, Offenbach, fiir die freundliche Uberlassung dieser 
und anderer Farbsalze. 

** Wir danken Herrn Oberarzt Dr. F. Bahner von der Med. Poliklinik Heidel- 
berg fiir die freundliche Unterstiitzung bei diesem Versuch. 
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Versuch B. Ein Kaninchen von 3 kg Gewicht erhielt, wie vorher beschrieben, 
1,5 g Salicylamid-[carbonamid-"C] der Verdiinnung 1:20,5 (78 mg_hoch- 
aktives Salicylamid, auf 1,5 g mit inaktivem Salicylamid verdiinnt). Dieses Ticr 
saB innerhalb der ersten 24 Stdn. in einem geschlossenen System, um das aus- 
geatmete CO, in 50-proz. Kalilauge auffangen zu kénnen. Die ungewohnte Un- 
gebung fiihrte bei diesem Tier zu einer Harnsperre wahrend der ersten 24 Stdn., 
so daB radioaktiver Harn erst innerhalb der zweiten 24 Stdn. abgegeben wurde, 
Weiter wurde wie bei Versuch A verfahren. 

Messung der Radioaktivitat. Die Messung der Aktivitat der Fliissig- 
keiten (Serum, Harn) erfolgte in einer kleinen Glasschale, die mit der betreffenden 
Fliissigkeit in ,,unendlich dicker Schicht** gefiillt wurde. Diese Schale wurde un- 
mittelbar unter das Fenster eines diinnfenstrigen Zaihlrohres* gebracht. 

Als Standardproben dienten Blut und Harn der Versuchstiere, die unmittel- 
bar vor Versuchsbeginn abgenommen wurden und mit einer bekannten Menge des 
jeweils verfiitterten radioaktiven Salicylamids versetzt waren. (Das Salicylamid 
wurde, in wenigea Tropfen Alkohol gelést, zugesetzt, wobei es in Lésung blieb.) 
Die Konzentration in den Versuchsfliissigkeiten errechnete sich dann leicht durch 
Vergleich der pro Zeiteinheit gemessenen Impulse. 


Ergebnisse 
Die quantitativen Daten ergeben sich aus Tab. 2. 


Tab. 2. Quantitative Daten der Kaninchenversuche A und B. 








mg bzw. mg%, Salicylamid + Umwand- 
Ey lungsprodukte nach dem “C-Gehalt 
Versughsprobe Versuch A Versuch B 
mg | ae mg 7 
Harn 24! nach Versuchsbeginn . . 759 | 62% — —** 
Harn 48! nach Versuchsbeginn . . - | -- 1040 695°, 
mg’ mg?o 
Serum 1/,! nach Versuchsbeginn . . 20,9 15,3 
Serum 1!30 Min. nach Versuchs- S 
beginn . —_ ” 
Serum 3!30 Min. nach Versuchs- 13.7 = 
beginn. . . . : 
Serum 4! nach Versuchsbeginn. . . 13,7 2,05 
Serum 24! nach Versuchsbeginn . . 1,2 — 











* Prozent der eingegebenen Menge. 
** Harnsperre wihrend der ersten 24) des Versuchs. 





Im Kot wurde nur eine Aktivitaét gefunden, die 0,25—0,75 mg 
Salicylamid entsprach, wobei es wahrscheinlich ist, da® diese kleinen 
Mengen aus einer Verunreinigung mit Harn stammen. Das in Versuch 
B in 50-proz. Kalilauge aufgefangene CO, erwies sich nach Uberfiihrung 
eines aliquoten Teils in Bariumcarbonat als inaktiv. Es war auch zu 
erwarten, daB bei Verbrennung eines Teiles der Salicylsiure zu CO, 


* Frieseke & Hoepfner, Erlangen-Bruck. Die Messungen wurden mit 
dem Gerat FH 44 der gleichen Firma ausgefiilrt. 
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die Aktivitét im ausgeatmeten CO, zu gering sein muBte, um unter 
den tiblichen Zaihlbedingungen noch eine Messung zu erlauben. 

Die in Tab. 2 angegebenen Mengen der ausgeschiedenen Salicyl- 
amidverbindungen, angegeben als ,,Salicylamid‘‘, k6nnen keine Sicher- 
heit beanspruchen, da bei Versuch A infolge eines MiBgeschicks ein Teil 
einer Harnportion verloren ging und das Volumen dieser Harnportion 
nur geschaétzt werden konnte. Bei Versuch B herrschten infolge der 
Harnsperre des Tieres keine normalen Verhiltnisse. Sehr verschieden 
kénnen aber die ausgeschiedenen Mengen nicht von den angegebenen 
sein. 

Die von uns gemessenen und chemisch bestimmten Blutspiegel- 
werte sind allerdings z. Tl. hoher als die von Seeberg™. Dieser Unter- 
schied diirfte jedoch innerhalb der natiirlichen Streuungsbreite liegen. 

Da nach den Untersuchungen von Becher et al.!” die Serumkonzen- 
trationen nach Salicylamid-Einnahme geringer sind als nach Salicyl- 
siiuregabe (chemisch durch Farbreaktionen bestimmt) und dieser Befund 
im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Untersucher steht ®*4, wurde 
unabhingig von den radioaktiven Messungen eine chemische Salicylat- 
bestimmung nach der von Becher et al.!7 verwandten Methode vor- 
genommen, um ihre Eignung fiir die Salicylatbestimmung nach Salicy!- 
amideinnahme zu iiberpriifen. Als Beispiel seien die MeBreihen der 
Proben des Versuchs A in Tab. 3 wiedergegeben. 


Tab. 3. Vergleich der radioaktiven mit den chemischen MeBergebnissen. 








= i \s 
se] - c | ee] e+ = = a 
' a = _= = = = 
Substanz = = c ey | =| | = 
5 E E E 5 § 5 5 = = 
Ss) a2 |]e¢|]¢{/4#8) | B] & | & 
= x= = ee) i Rn D a) w 
Radioaktive = an ae oa a ‘ 
o/ 79 135 157 436 2,4 | 20,9 | 20,0 | 13,1 1,2 
Messung mg% 
Chem. Bestim- | .- ae e ane A ‘ 
“oy 77 | 135 | 154 | 366*| 72 | 19,1 | 19,1 | 10,0 | 1,7 
mung mg% 





























* plus etwa 100 mg®, Gentisinamid-Verbindungen, bestimmt als Gentisinséure. 


In Anbetracht der prinzipiellen Verschiedenheit der Methoden muB 
die Ubereinstimmung als gut bezeichnet werden. 

In qualitativer Hinsicht bot der Harn unserer Versuchstiere nach 
Salicylamidgabe eine ganz aihnliche Zusammensetzung, wie dies bereits 
von Bray und Mitarb.?! fiir Kaninchen sowie von Becher et al.'? fiir 
den Menschen gezeigt wurde. Als Beleg diene Abb. 1, die das Auto- 
radiogramm eines Papierchromatogramms zeigt. Harn des Versuches B 
wurde im Lésungsmittel B aufsteigend chromatographiert. Ein Réntgen- 
film wurde 14 Tage lang auf das Chromatogramm gelegt. 

Wie aus Abb. 1 zu ersehen, zeigt der Kaninchenharn nach Fiitterung 
mit Salicylamid-[carbonamid-4C] nur zwei Flecken, die mindestens 
zwei verschiedenen radioaktiven Substanzen entsprechen. Auf Grund 
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des Ry-Wertes kann keine dieser Substanzen mit Salicylamid oder 
Salicylsiure identisch sein. Es handelt sich vielmehr um Salicylami«- 
glucuronid + Gentisinamid-glucuronid (Al) und um Salicy|!- 
amid-schwefelsiureester (A2). Nach milder Hydrolyse (B) verschwind«t 
der dem Salicylamid-schwefelsiureester entsprechende Fleck und cs 
tritt dafiir die entsprechende Menge Salicylamid auf (B2)*. Die Glu- 
curonide (Bl) sind unter diesen Bedingungen noch stabil. 

















KS 
D 


Abb. 1. Autoradiogramm des Kaninchenharnes (Versuch B) A: Harn nativ; Al: 

Salicylamid-glucuronid + Gentisinamid-glucuronid; A2: Salicylamid-:chwefelsiure- 

ester; B: Harn 10 Min. in 2-n.HCl bei Zimmertemperatur; Bl = Al; B2: 

Salicvlamid; C: Harn 15 Min. in 2-n.HCl bei 100°; Cl = Al; C2: Gentisinamid -- 

Gentisinsaure; C3: Salicylamid + Salicylsaiure; C4: unidentifiziert; D: Harn 30 Min. 
in 2-n.HCl bei 100°; Dl — Al; D2 — C2; D3 = C3; D4: unidentifiziert. 


Nach 15 Min. langer Hydrolyse bei 100° in 2-n.HCl (C) wird bereits 
etwas Gentisinamid und Gentisinsiiure sichtbar (C2), die durch die 
Aufspaltung des Gentisinamid-glucuronids (Cl) entstanden sind. Auch 
Salicylamid-glucuronid (C1) ist unter diesen Bedingungen schon zum 
groBen Teil gespalten, was durch die Zunahme des Salicylamid- und 
Salicylsiurefleckens bewiesen wird (C3). AuBerdem tritt noch ein weiteres 
nicht identifiziertes Hydrolysenprodukt auf (C4). Nach 30 Min. Hydro- 
lvse in 2-n.HCl bei 100° (D) werden keine neue Substanzen mehr sicht- 
bar, sondern es ist lediglich die Hydrolyse noch weiter fortgeschritten, 
was durch die Abnahme der Primirsubstanzen (D1) und durch die Zu- 
nahme der Hydrolysenprodukte (D2, D3 und D4) anschaulich gemacht 
wird. 


* Durch die Verdiinnung des Harnes mit HC] erscheint B2 etwas schwiacher 
wie A2. 
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Die gesamte Aktivitaét des nach Fiitterung von Salicylamid-[carbon- 
amid-'4C] ausgeschiedenen Kaninchenharns verteilt sich also auf Kon- 
jugate, von denen drei, nimlich Salicylamid-glucuronid, Gentisinamid- 
glucuronid und Salicylamid-schwefelsiureester identifiziert wurden. 
Nach Hydrolyse des Harns wird Radioaktivitat in Salicylamid, Salicyl- 
siure, Gentisinamid und Gentisinsiure und in einer weiteren nicht 
identifizierten Substanz gefunden. Letztere reagiert auf dem Papier 
weder mit Eisenchlorid, noch mit Echtbordeauxsaiz BD und fluore- 
szicrt auch nicht unter der Quarzlampe. 

Die Verbindung bzw. Verbindungen, welche nach oraler Salicyl- 
amid-Verabreichung im Blut vorhanden sind, waren bisher noch nicht 
identifiziert. Beim Menschen?’ und beim Hund? konnten mittels Athylen- 
dichlorids®® nach Ansiuern keine mit Fe*** unter Farbbildung rea- 
gierenden Substanzen aus dem nativen Serum extrahiert werden, womit 
die Anwesenheit freier Salicylsiiure ausgeschlossen wird. Auch freies 
Salicylamid kommt in Humanseren nicht vor oder der Gehalt liegt unter 
der papierchromatographischen Nachweisgrenze, d.h. unter 0,5 mg°%, 
2 Stdn. nach Einnahme von 3 g Salicylamid?’. 

Es kann aber angenommen werden, da im Blut die gleichen Sub- 
stanzen vorliegen wie im Harn, sofern in der Niere kein Umbaudieser 
Verbindungen bzw. keine neue Synthese stattfindet. Zum Beweis wurde 
wie folgt vorgegangen. 

Die aus den Versuchen A und B stammenden Seren wurde mit der 
doppelten Menge 96-proz. Athanol enteiweif&t. Die Fallung war nicht 
mehr radioaktiv. Die Filtrate wurden im Vakuum eingeengt und in 
60,5 em Streifen mehrmals auf die Startlinie von Papierchromato- 
grammen aufgetragen. Hierdurch konnte vielfach konzentrierter gear- 
beitet werden, als dies mit nativem Serum mdglich ist, bei dem die hohe 
EiweiBmenge den Lauf der Substanzen empfindlich stoért. Nach dem 
Trocknen und Bespriihen mit Bordeauxsalz BD-Lésung und 2-n.Soda- 
lésung, sowie bei anderen Chromatogrammen nach Bespriihen mit 5-proz. 
FeCl,-Lésung ergaben sich Flecke, die nach den Farbreaktionen und den 
Ry-Werten fiir die Anwesenheit von Salicylamid und/oder Gentisinamid- 
glucuronid, die nicht getrennt werden, sowie von Salicylamid sprachen. 
Genaue Resultate lieferte die Ausmessung der Papierchromatogramme 
unter dem Zihlrohr (ohne vorheriges Bespriithen). Das Resultat einer der 
vielen Messungen ist in Abb. 2 wiedergegeben. 

Die Substanz, die am weitesten wandert, ist Salicylamid, was sich 
aus dem Ry-Wert und der charakteristischen Farbreaktion mit dem 
Echtbordeauxsalz ergibt. Nach den Untersuchungen von Becher 
et al.” stellt der Streifen mit dem niedrigsten Ry-Wert ein Gemisch 
von Gentisinamid-glucuronid und Salicylamid-glucuronid dar, das nicht 
getrennt wird. Der Streifen mit dem mittleren Ry-Wert wurde auf 
Salicylamid-schwefelsiiureester bezogen, ebenfalls in Analogie zu friiheren 
Feststellungen??. 
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Die beiden zuletzt genannten Streifen wurden zerschnitten und 
jeder fiir sich mehrere Male mit Wasser extrahiert. Nach dem Verdampfen 
des Wassers wurden die Riickstiinde je | Stde. auf dem Wasserbad mit 
1-n.H,SO, behandelt. AnschlieSend wurden die sauren Lésungen 
mehrmals ausgedthert, der Ather fast verdampft und die Riickstinde 
wieder papierchromatographiert. Nach absteigender Wanderung im 
Gemisch A und Sichtbarmachung mit Echtbordeauxsalz BD bzw. 
FeCl,-Lésung zeigte sich, dai aus dem Glucuronidgemisch Salicy1!- 
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Abb. 2. Nachweis radioaktiver Substanzen im Kaninchenserumextrakt nach Salicyl- 
amid-4C- nanos auf einen Papierchromatogramm. Abscisse: cm-Wanderung. 
Ordinate: Impulse/Min. 


amid und Gentisinamid entstanden waren. Die Ausmessung der 
Papierchromatogramme unter dem Zihlrohr ergab etwa 10% Genti- 
sinamid und 90% Salicylamid. 

Die Hydrolyse des mittleren Streifens, der Salicylamid-Schwefel- 
siureester!’ darstellt, ergab erwartungsgemi8 nur Salicylamid. 

Im Blut des Kaninchens liegen also nach oraler Salicyl- 
amidzufuhr folgende Verbindungen vor: Salicylamid, Sali- 
cvlamid-schwefelsiureester, Salicylamid-glucuronid und 
Gentisinamid-glucuronid. 

Unterschiedlich zum Menschen stellten wir also beim Kaninchen 
erhebliche Mengen freies Salicylamid im Serum fest. Dies mag an der 
unverhiltnismaBig hohen Dosis von 0,48—-0,50 g/kg (was einer Dosis 
von 35 g fiir einen erwachsenen Menschen entsprechen wiirde) liegen 
und an dem Umstand, daf das Kaninchen als Pflanzenfresser eine 
andere Stoffwechselsituation als der Mensch hat. 


Konstitutionsbeweis fiir Gentisinamid-glucuronid 

Die Konstitution des Gentisinamid-glucuronids war noch insofern 
unklar, als nicht bekannt war, ob der Glucuronsiurerest in 2- oder 5- 
Stellung des Gentisinamids haftet. Es konnte gezeigt werden, dab 
das aus Salicylamid gebildete und im Urin ausgeschiedene 
Gentisinamid-glucuronid den Glucuronsaéurerest in 2-Stel- 
lung tragt. 


Bd. 292 (1953) 
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Nach der Vorschrift von Bray und Mitarb.?!»82 sowie nach der von Becher 
et al.1” angegebenen Trennungsmethode wurde aus dem Harn mehrerer Versuchs- 
personen Gentisinamid-glucuronid isoliert. Dieses wurde in wenig Wasser gelést und 
mit Diazomethan (geringer Uberschu8) in Dioxan methyliert. Nach Verdampfen 
des Lésungsmittels wurde der zuriickgebliebene Methylather (Kristalle) 1 Stde. 
mit siedender 1-n.H,SO, hydrolysiert. Nach Ausithern und Verdampfen des Athers 
hinterblieb ein Kristallbrei, der nach Trocknen auf Ton 


v1. f0/ -CONH, yen,x, HsCO/ \-CONH, av cHyso, HO \-CO,H 


| -O—CH 2) H,SO0.” q OH 2) Un ,0H; HCI | -OH 
YW 3) Nhg, fliissig / 
HCOH 
HOCH O 
HCOH 
HC 
| 
H,COH 


unter 0,005 Torr und bei 120° Badtemperatur sublimiert wurde. Farblose Nadelchen 
vom Schmp. 141° wurden erhalten. Farbreaktion mit wiBrigem FeCl, blau. 

Andererseits wurde aus Gentisinsiure nach Graebe und Martz* durch 
Methylieren mit Dimethylsulfat und Kalilauge, anschlieBende Veresterung mit 
Methanol-Salzsiure und Umsetzung des Esters mit konz. waBrigem Ammoniak 
der Gentisinamid-5-methylather gewonnen, der bei 142° schmolz. Aus 5g 5-Me- 
thoxy-salicylsiuremethylester erhielten wir 4 g Gentisinsiureamid-5-methylather, 
Farbreaktion mit FeCl, blau, Nadelchen. 

C,H,O,N (167,1). Ber. C 57,47, H 5,43, N 8,38, OCH, 18,57. 

Gef. C 57,72, H 5,45, N 8,28, OCH, 18,79. 

Die Verbindung ist nach Schmp., Mischschmp., Kristallform und der Farb- 

reaktion identisch mit der aus Gentisinamid-glucuronid erhaltenen. 


Dem Fonds fiir Chemie und der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
danken wir bestens fiir Unterstiitzung. 


Zusammenfassung 


1. Es wird die Synthese von Salicvlamid-[carbonamid-4C], aus- 
gehend von Ba14CO, beschrieben. 

2. Kaninchen, die 0,5 g/kg Salicylamid-[!4C] peroral erhalten 
hatten, zeigten Blutspiegelwerte, die innerhalb der ersten 4 Stdn. von 
20mg% _ Salicylamid + Salicylamid-Verbindungen auf 2mg% ab- 
sanken. 

3. Im Serum der Tiere wurden Salicylamid, Salicylamid-glucuronid, 
Salicylamid-schwefelsiureester und Gentisinamid-glucuronid festgestellt. 

4. Das im menschlichen Harn nach Salicylamidgaben sich findende 
Gentisinamid-glucuronid ist das Gentisinamid-2-glucuronid. 

31 C, Graebe u. E. Martz, Liebigs Ann. Chem. 340, 214 [1905]. 
32H. G. Bray, B. E. Ryman u. W. V. Rhorpe, Biochem. J. 41, 212 [1947]. 
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Uber die Struktur der Protamine IID 
Dinitrophenyl-clupein und seine enzymatische Spaltung 


Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Ludwig Pflanz 


Aus dem Privatlaboratorium, Miinchen, Kraepelinstr. 2 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1958) 


Das Ziel der Strukturaufklirung des Clupeins, das wir schon vor 
Jahren angestrebt hatten, ist die Feststellung der Reihenfolge der 
Aminosiuren in der Peptidkette dieses verhiltnismaBig niedrigmole- 
kularen und einfach zusammengesetzten Proteins. Fiir die Losung 
dieser Aufgabe ist inzwischen ein wichtiges Hilfsmittel verfiigbar ve- 
worden, die Kennzeichnung der die freien Aminogruppen tragenden 
Aminosauren durch Einfiihrung des Dinitrophenylrestes nach Sanger?; 
es wird erginzt durch Verfahren zur Ermittlung carboxyl-endstandiger 
Aminosiuren, z. B. mittels Carboxy-peptidase*. So hatte die An. 
wendung der letztgenannten Methode auf Dinitrophenyl-clupein er- 
geben, daB hier nacheinander Arginin, Alanin und Valin vom Carboxy!- 
ende des Proteins abgespalten werden?, daf sie also in dieser Reihen- 
folge dort angeordnet sein werden. 

Fir die Sicherheit derartiger Aussagen ist aber die Einheitlichkeit 
des untersuchten Proteins Voraussetzung. So finden wir, daB das 
Clupein auch nach weitgehender Reinigung, nach erschépfender Um- 
scheidung aus waBriger Losung in der Kalte, bis zur Konstanz des 
Quotienten N: NH,, nicht einheitlich ist; denn sein Dinitrophenyl (DNP)- 
Derivat laBt sich an Tonerde chromatographisch noch in zwei Anteile 
von 89 bzw. 11% zerlegen. Unterschiede in der Zusammensetzung 
dieser beiden Komponenten sind noch nicht ermittelt; die analytische 
Untersuchung soll zunichst nur die erstere als den Hauptanteil be- 
treffen. 

Dinitrophenyl-clupein wird durch Trypsin in etwa dem gleichen 
AusmaBe gespalten, nur mit etwas geringerer Geschwindigkeit, als das 
nichtsubstituierte Protein; es ist anzunehmen, da auch bei dem sub- 
stituierten Protein die gleichen Peptidbindungen von der Spaltung 
betroffen werden, nimlich nach den bisher vorliegenden Erfahrungen® 
vorwiegend Bindungen zwischen zwei Argininresten. Die Zerlegung 
der bei der Spaltung gebildeten Peptidgemische léBt sich, wie friiher 
gefunden wurde® und wie wir erneut bestitigen, durch Chromato- 

1 TI. Mitt., E. Waldschmidt-Leitz u. E.Kofranyi, diese Z. 236, 181 
[1935]. 

2 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 

3 E. Waldschmidt-Leitz u. K. Gauss, Chem. Ber. 85, 352 [1952]. 

4 1]. ¢.3, u. zwar S. 353, FuBnote. 

5 Vgl. K. Linderstrém-Lang, Ergebn. Physiol. 35, 455 [1933]; E. Wald- 
schmidt-Leitz u. E. Kofranyi, diese Z. 236, 181, u. zwar 8. 185 [1935]. 

6 EK. Waldschmidt-Leitz, J.Ratzer u. F.Turba, J. prakt. Chem. 
158, 72 [1941]. 
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araphie an Bleicherde bewirken, sie erfolgt hier nach dem verschiedenen 
Gehalte der Peptide an Arginin. Es ist dabei bemerkenswert, dab 
neben argininhaltigen Peptiden auch Dipeptid aus Monoaminosiuren, 
wenn auch in geringer Menge, nachgewiesen werden kann; die Angaben 
von K. Felix und Mitarbeitern’ iiber eine Aufeinanderfolge von Mono- 
aminosiureresten im Clupeinmolekiil scheinen also zu Recht zu_ be- 
stehen§, 

Die Anwendung von Dinitrophenyl-clupein als Substrat des 
Trypsins, die die Einreihung der gebildeten Peptide bzw. Aminosauren 
erleichtern soll, stellt die zusiatzliche Aufgabe der Trennung des ge- 
bildeten Gemisches in seine DNP-haltigen und DNP-freien Anteile. 
Diese Trennung liBt sich mit guten Ausbeuten durchfiihren durch 
chromatographische Adsorption an eine Siule von Cellulosepulver, 
besser noch an eine soleche von Tonerde und durch Entwicklung der- 
selben mit Tetrahydrofuran-Wasser (3:2), bei welcher die nicht- 
substituierten Anteile auf der Adsorptionssiiule zuriickgehalten werden?. 

Die so erhaltene DNP-haltige Peptidfraktion besteht nach der 
papierchromatographischen Analyse noch aus zwei Komponenten, die 
sich trennen lassen und mit deren Untersuchung wir begonnen haben. 
Die SchluBfolgerung, daB das Clupein daher aus zwei verschiedenen 
Peptidketten bestehe, wiire indessen verfriiht. Prolin ist als amino- 
endstindige Aminosiure in allen bisher untersuchten Clupeinpraparaten 
sichergestellt. Die Beantwortung der Frage, ob daneben auch amino- 
endstiindiges Serin vorhanden ist!®, wird durch die Beobachtung er- 
schwert, daB die Ausbeuten an DNP-Prolin und DNP-Serin aus ein 
und demselben Priparat von DNP-Protein je nach den Bedingungen 
der Hydrolyse in weiten Grenzen, zwischen 8:1 und 1:1, schwanken 
kénnen!!, Auch kann nach den Befunden von Elliott? an Seidenfibroin 
die Auffindung von DNP-Serin unter den Spaltprodukten nach Ein- 
wirkung von Dinitrofluorbenzol einer sekundir erfolgten Umlagerung 
einer V-Acyl-peptid-Bindung des Serins in eine O-Acyl-Bindung ihre 
Entstehung verdanken. Zur Aufklarung dieser Erscheinung haben 
wir Versuche unternommen, die zugleich auch der Beantwortung der 


7K. Felix, R. Hirohata u. K. Dirr, diese Z. 218, 269 [1933]; K. Felix 
u. A. Mager, diese Z. 249, 111 [1937]. 

8 Vgl. auch die oben angefiihrten Beobachtungen iiber die Reihung der 
Bausteine am Carboxylende des Clupeins. 

» Nach Modellversuchen des einen von uns (E. W.-L.) mit R. Niiske (Diplom- 
arbeit, Rostock 1952) an den im Clupein enthaltenen Aminosiuren und ihren 
DNP-Derivaten ist fiir die Trennung ihrer Gemische auch Aktivkohle geeignet; 
bei der Anwendung auf die im Trypsinhydrolysat des DNP-Clupeins vorliegenden 
Gemische hat sich diese Methode indessen nicht bewahrt. 

10 Siehe dazu K. Felix und Mitarbeiter, diese Z. 286, 67, 199 [1950]; 
FE. Waldschmidt-Leitz, K. Kiihn u. Fr. Zinnert, Experientia [Basel] 7, 
183 [1951]. 

11 Nach demnichst zu veréffentlichenden Versuchen mit R. Voh. 

2 D, F. Elliott, Biochem. J. 50, 542 [1951/52). 

11* 
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umstrittenen Frage nach der Anzahl der amino-endstiéndigen Bau- 
steine im Clupein* dienen sollen. 


Beschreibung der Versuche 


Darstellung von Dinitrophenyl-clupein. Auf 10,0g_ gereinigtes 
Clupeinsulfat (Quotient N: NH, = 125), in 500ccm warmem Wasser unter 
Zusatz von 4,0 g NaHCO, gelést, lie} man unter haufigem Schiitteln bei Zimmer- 
temperatur 3 Tage lang die Lésung von 3,0 cem Dinitrofluorbenzol in 100 cem 
Alkohol einwirken. Vom élig abgeschiedenen Reaktionsprodukt wurde dekantiert 
und dieses durch 4-maliges Aufschlimmen. mit je 30 ccm Butanol vom iiber- 
schiissigen Dinitrofluorbenzol sowie von sekundar gebildetem Dinitrophenol 
befreit und dann mit einigen Tropfen verd. Schwefelsiure versetzt (zur Ent- 
fernung anhaftenden Hydrogencarbonats); die abdekantierte waiBrig-alkoholische 
Mutterlauge wurde ihrerseits ungefihr 6-mal mit je 100 ccm Butanol ausgeschiittelt 
und dann mit verd. Schwefelsiure angesiuert. Die beiden Anteile des Reaktions- 
produkts vereinigte man, dampfte nach dem Neutralisieren mit verd. Lauge im 
Vakuum bei 30° zur Trockene ein und extrahierte aus dem in der Reibschale fein 
gepulverten Trockenriickstand das beigemengte Alkalisulfat durch 4-malige 
Behandlung mit je 50 ccm Eiswasser; dann trocknete-man durch Verreiben mit 
Alkohol und Ather und im Exsiccator. Aus den Eiswasserlaugen lieB sich nach 
dem Eindampfen zur Trockene und Wiederauswaschen des Sulfats, wie oben 
beschrieben, noch eine weitere, geringe Menge salzfreien Dinitropheny]- 
clupeins gewinnen; Gesamtausbeute 10 g. 

3,0 ccm einer durch Auflésen von 0,750 g Substanz in 150 ccm warmen 
Wassers befeiteten Loésung erforderten, nach Kjeldahl bestimmt, 15,50 ccm 
n/70-Saure, enthielten also 3,10 mg Stickstoff; daraus ergibt sich fiir das ge- 
wonnene Dinitrophenyl-clupein ein Stickstoffgehalt von 20,7%. 

Chromatographische Fraktionierung des Dinitrophenyl-clupeins. 
145 cem einer Lésung von 0,750 g DNP-Clupein in 165 cem warmen Wassers 
(enth. 135,2 mg Stickstoff) adsorbierte man an einer Siule von ,,Aluminiumoxyd 
nach Brockmann“ (Durchmesser 2,5 cm, Schichthéhe 25 cm), wobei das DNP- 
Clupein im obersten Fiinftel der Saule zuriickgehalten wurde, wahrend ein schwach 
gelbgriin gefairbter Durchlauf die Saiule passierte, und wusch mit 30 cem Wasser 
nach. Dann wurde mit 80 ccm eines Gemisches von 80 TlIn. Wasser, 16 Tin. 
Methanol und 4 Tin. Eisessig entwickelt, wobei die Hauptmenge des DNP-Clupeins 
als stark gelb gefarbte und scharf abgegrenzte Zone etwa bis zur Mitte der Adsorp- 
tionssiule wanderte. Nach dem Trockensaugen und HerausstoBen der Saule 
wurden die beiden gefarbten Zonen abgetrennt. Die obere Schicht (Frakt. I) 
lieB sich mit viel warmem Wasser, die untere (Frakt. II) sehr leicht schon mit 
kaltem Wasser eluieren; im Vakuum bei 30° eingeengt auf 30 bzw. 60 ccm, Volumen 
des Durchlaufs bei der Adsorption einschl. Waschwassers = 20 ccm. 

Zufolge der Bestimmung nach Kjeldahl fand man in Frakt. I insgesamt 
13,4 mg (3,0 ccm: 6,70 ccm n/70-Saure), in Frakt. I] insgesamt 106,8 mg (3,0 ccm: 
26,70 cem n/70-Saure), im Durchlauf dagegen nur 0,6 mg Stickstoff (5,0 ccm: 
0,75 cem n/70-Saiure); der letztere enthielt aber kein DNP-Clupein (Ninhydrin- 
reaktion nach Hydrolyse mit Saure negativ). Von dem insgesamt wiedererhaltenen 
DNP-Clupein (entspr. 120,2 mg Stickstoff) entfielen also auf Frakt.I 11, auf 
Frakt. II (Hauptfraktion) 89°. 


* Anm. b. d. Korv. (25. 3. 1953): Die Festste!lung von E. Waldschmidt: 
Leitz, R. Ruhn u. Fr. Zinnert (Expe-ientia [Basel] 7, 183 [1951], daB ent- 
gegen den Befunden von K. Felix, H. Fischer, A. Krekeisu. H. M. Rauen 
(diese Z. 286, 67 [195)]) im Ciupein als amino-endstandig nur Prolin, nicht auch 
Serin nachzuweise1 ist, ist inzwischen von K. Felix, H. M. Rauen u. G. H. 
Zimmer (diese Z. 291, 223, und zwar S. 230 [1952/53], bestatigt worden. 
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Vergleich der Spaltbarkeit von Clupein und DNP-Clupein 
durch Trypsin und Chymotrypsin. Wie aus den Tab. 1 und 2 hervorgeht, 
bestehen im Ausma8 der Spaltung durch die beiden Enzyme keine wesentlichen 
Unterschiede zwischen Clupein und seinem DNP-Derivat, den Stillstand der 
Hydrolyse findet man jeweils bei annahernd demselben Spaltungsgrad. Bemerkens- 
wert ist, daB durch Chymotrypsin nur etwa die Halfte der durch Trypsin spalt- 
baren Peptidbindungen angegriffen wird; die nach erschépfender Einwirkung 
von Chymotrypsin gebildeten Spaltprodukte werden, wie wir hier nicht eigens 


Tab. 1. Spaltbarkeit von Clupein und DNP-Clupein durch Trypsin 
(Ansatz: a) 1,00 g Clupeinsulfat (enth. 20,8°% Stickstoff) bzw. b) 0,55 g DNP- 
Clupein (nicht fraktioniert, enth. 20,7% Stickstoff) bzw. c) 0,935 g DNP-Clupein 
(Hauptfraktion, enth. 20,7% Stickstoff), in warmem Wasser gelést, + a) 20, 
b) 11, c) 22 mg Trypsin (frei von Peptidasen) ; p,; 8,0—8,2, eingestellt und waihrend 
der Spaltung konstant gehalten durch Zugabe von verd. NaOH; Gesamtvolumen 
a) und c) 55,0, b) 27,5 com; 38°; Analysenprobe von 5,0 ccm (entspr. a) 91, b) 100, 
c) 85mg Substrat); Zuwachs an Aminostickstoff bestimmt nach van Slyke 

und angegeben in mg Stickstoff) 








Spaltung von Clupein?% || DNP-Clup. (nichtfrakt.) || DNP-Clup.(Hauptfrakt.) 
Zeit NH,-Zuwachs NH,-Zuwachs NH,-Zuwachs 
Stdn. ber. f. 100 m ber. f. 100 m ber. f. 100 mg 
beob Substr. © |] beob. Substr. © || beob. Substr. 
0,5 | 2,37 2,60 1,84 1,84 1,66 1,95 
2 | 2,64 2,91 2,31 2,31 1,96 2,30 
4 2,84 3,12 _— -- 2,06 2,43 
5 2,93 3,22 — — _— — 
8 2,99 3,29 2,72 2,72 2,16 2,54 
13 3,07 3,37 — _ _ _ 
24 3,16 3,46 3,18 3,18 2,55 3,00 
48 3,14 3,45 — _ 2,70 3,18 
72 -- _ 3,28 3,28 —_ _ 


























Tab. 2. Spaltbarkeit von Clupein und DNP-Clupein durch Chymotrypsin 
(Ansatz: a) 0,55 g Clupeinsulfat bzw. b) 0,75 g DNP-Clupein (Hauptfraktion), 
in warmem Wasser geldst, + a) 11, b) 16 mg krist. Chymotrypsin (frei von Pepti- 
dasen); py 8,0, eingestellt und waihrend der Spaltung konstant gehalten durch 
Zugabe von verd. NaOH; Gesamtvolumen a) 25,0, b) 37,5 ccm; 38°; Zuwachs 
an Aminostickstoff bestimmt nach van Slyke in der Analysenprobe von 5,0 ccm 
(entspr. a) 110, b) 100 mg Substrat) und angegeben in mg Stickstoff) 








_ | Spaltung von Clupein?% __ | Spaltung von DNP-Clupein 
Zeit NH,-Zuwachs Zeit NH,-Zuwachs 
Stdn. ber. f. 100 mg _ |} Stdn. ber. f. 100 mg 
beob. Substr. beob. Substr. 
0,5} 0,33 0,30 0,5 | 0,07 0,07 
3 | 0,86 0,77 3 | 0,46 0,46 
5 1,00 0,90 10 | 0,84 0,84 
10 1,41 1,27 20 1,06 1,06 
46 1,81 1,67 46 1,38 1,38 

















13 Vg]. damit die im wesentlichen gleichartigen Ergebnisse des Spaltungs- 
verlaufs bei E. Waldschmidt-Leitz u. S. Akabori, diese Z. 228, 224, u. zwar 
§. 231 [1934]. 
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belegen, durch Trypsin wiederum weiter zerlegt, und zwar insgesamt in demselben 
AusmaBe wie bei der alleinigen Einwirkung von Trypsin auf Clupein. Die Reaktions- 
geschwindigkeit findet man dagegen bei der Spaltung des DNP-Derivats gegen- 
liber der des nichtsubstituierten Clupeins erheblich geringer. 

Zerlegung der tryptischen Spaltprodukte von nichtsubsti- 
tuiertem Clupein. In Anlehnung an das von uns friiher angewandte Verfahren® 
wurde eine Aufteilung der nach erschépfender Einwirkung von krist. Trypsin 
auf Clupein gebildeten Spaltprodukte durch chromatographische Adsorption an 
eine Saule von Filtrol-Neutrol durchgefiihrt. Man beobachtete hierbei wiederum 
eine Trennung der Komponenten nach ihrem Gehalte an Arginin, der sich aus dem 
beobachteten Quotienten N: NH, ableiten 1é8t. Von den zunachst erhaltenen 
drei Fraktionen vom Quotienten 8,3 bzw. 3,9 bzw. 2,0, nach fallender Adsorbier- 
barkeit geordnet, erwiesen sich, wie wir hier nicht eigens belegen, die leichtest 
und die schwerst adsorbierbare Fraktion (Quotient = 8,3 bzw. = 2,0) als durch 
das gewahlte Adsorbens nicht weiter zerlegbar, wahrend die Mittelfraktion 
(Quotient 3,9) sich noch weiter aufteilen lie}. Bemerkenswert erscheint aus 
diesen Befunden, da8 unter den tryptischen Spaltprodukten des Clupeins nur aus 
Monoaminoséiuren zusammengesetzte, also argininfreie!® Dipeptide, wenn auch 
in geringer Menge, enthalten sind (Fraktion vom Quotienten == 2,0); auch weisen 
die fiir die iibrigen Fraktionen gemessenen Quotienten darauf hin, daB unter 
den durch Trypsin gebildeten Spaltprodukten nur Di- oder Tripeptide und mit 
einer Beteiligung von héchstens zwei Argininresten vorhanden sind. 

2,3 g gereinigtes Clupeinsulfat wurden wahrend 28 Stdn, d.h. bis zum Still- 
stand der Reaktion, der Kinwirkung von 20 mg krist. Trypsin im Gesamtvolumen 
von 104,5 cem (enth. 481,0 mg Stickstoff; 1,50 cem nach Kjeldahl: 34,5 ecm 
n/70-Saure) bei py 8,0—8,2, durch Zugabe von verd. NaOH eingestellt und waihrend 
des Spaltungsverlaufs konstant gehalten, und bei 38° iiberlassen; dann inakti- 
vierte man das Enzym nach Neutralisation durch 1-stdg. Erhitzen im siedenden 
Wasserbad. Der Gehalt an freiem Aminostickstoff betrug dann insgesamt 79,1 mg 
(5,0 cem nach van Sivke: 3,78 mg NH,-N), entspr. einem Quotienten N : NH, 

6,1. 

40,0 ccm des erhaltenen Spaltungsgemischs (enth. 184,0 mg Stickstoff) 
adsorbierte man durch eine Saule von Filtrol-Neutrol® (enth. 40 g Adsorbens, 
Durchmesser der Siule 2,5 em, Hiéhe 7,5 cm) und entwickelte zuerst mit 200 ccm 
m/15-Phosphatpuffer, sodann mit 100 ccm m/3-Phosphatpuffer, py jeweils 5,6. 
Hierbei verblieb in der Saule eine oberste, durch Aufhellung abgegrenzte und 
etwa 2cm breite Schicht, die nach dem AusstoBen der Saéiule abgetrennt wurde 
(Frakt. I); den Rest der Adsorptionssiule zerschnitt man in zwei gleiche Teile 
(Frakt. IL bzw. III). Die Elution bewirkte man jeweils durch 4-malige Behand- 
lung mit je 50ccm eines Gemisches von Pyridin mit 2-n.H,SO, (3: 7), neutralisierte 
mit warmem Barytwasser und engte nach dem Abfiltrieren des Bariumsulfats 
im Vakuum bei 30° ein, und zwar auf 50 ccm (Frakt. [) bzw. 70 com (Frakt. II) 
bzw. 50 ccm (Frakt. III). Die Analyse ergab fiir Frakt. I imsgesamt 78,5 mg 
Stickstoff neben 9,5 mg Aminostickstoff (5,0 ccm nach Kjeldahl: 39,25 cem 
n/70-Saiure; 5,0 ccm nach van Slyke: 0,95 mg HN,-N), fiir Frakt. II insgesamt 
77,7 mg Stickstoff neben 20,2 mg Aminostickstoff (3,0cem nach Kjeldahl: 
16,67 cem n/70-Saure ; 7,0 com nach van Slyke: 2,02 mg NH,-N) und fiir Frakt. ITI 
insgesamt 7,5 mg Stickstoff neben 3,85 mg Aminostickstoff (3,0 ccm nach Kjel- 
dahl: 2,25 cem n/70-Séure; 10,0 ccm nach van Slyke: 0,77 mg NH,-N). Die 


—* 


14 Die von E. Waldschmidt-Leitz, J. Ratzer u. F. Turba® erhaltenen 
und teilweise durch héhere Quotienten gekennzeichneten Fraktionen sind auf 
unvollstindigen Abbau zuriickzufiihren (Zuwachs von 2,32 gegentiber 3,44 mg 
Aminostickstoff fiir 100 mg Clupeinsulfat). 

15 Nachgewiesen durch den negativen Ausfall der Probe nach Sakaguchi. 
16 H. Bensmann, Bremen. 
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Analysenergebnisse sind mit den daraus abgeleiteten Quotienten N : NH, nach- 
stehend zusammengestellt: 





Gesamt-N | Ausbeute NH,-N | Quotient 








mg ve mg N: NH, 
Ausgangslésung. . . . 184,0 | 30,25 6,1 
MOnaaUs Mics @ SG: % owe 78,5 43 9,5 8,3 
TAKES, Go Tigo 42 20,2 3,9 
rakt;4al <5 4.5. . 7,5 4 3,85 2,0 


Zerlegung der tryptischen Spaltprodukte von Dinitrophenyl- 
clupein. a) Mittels Papierchromatographie. Zur Aufteilung der Spaltpro- 
dukte des DNP-Clupeins, zunichst in DNP-haltige, gelb gefarbte und in DNP-freie, 
farblose, aber ninhydrinpositive Anteile wurde eine groBe Anzahl von Versuchen 
unternommen, solche der Extraktion mit organischen Solvenzien!’, der adsorp- 
tiven Trennung nach Uberfiihrung in die Kupfersalze!’, solche der chromato- 
graphischen Adsorption an Saulen verschiedener Beschickung! und solche der 
Anwendung der Papierchromatographie. Bei der letzteren erwiesen sich die 
meisten gepriiften Lésungsmittel und Lésungsmittelgemische als ungeeignet, 
nimlich Phenol-Wasser (8:2), o-Kresol, Propanol-Cyclohexan (3:7), wasser- 
gesittigtes Butanol, Butanol-Kisessig-Wasser, Athy.eiglvkolmonoidthylithe:-Wasser 
(9:1), Methylaithylketon, Furfurylalkohol und sein Tetrahydroderivat sowie das von 
Felix und Krekels?!® zur Trennung von DNP-Aminosauren angewandte Gemisch 
von 50 Tin. sek. Butanol, 30 Tin. Methylacetat, 16 Tln. 0,5-n. HCl und 4 Tin. 
Isopropy Ichlorid. Eine teilweise Aufteilung erzielte man bei Anwendung von 
Butanol-Ameisensiure-Wasser (75:15:10) als Lésungsmittel; sie war erst nach 
mehrmaliger Wiederholung der Operation auf dem Papier einigermaBen be- 
friedigend, aber nicht quantitativ. Fiir die DNP-freien Anteile beobachtete man 
dabei Rp-Werte zwischen 0 und 0,6, fiir die DNP-haltigen zwischen 0,5 und 0,8. 

Als brauchbares Lésungsmittelgemisch erwies sich dagegen Tetrahydrofuran- 
Wasser (3:2), bei dessen Anwendung, wie auch Modellversuche ergaben, DNP- 
Peptide und DNP-Aminosauren praktisch ohne Verzégerung, also mit der Loésungs- 
mittelfront auf dem Papier?° wanderten, wihrend freie Peptide und Aminosiuren 
Ry-Werte zwischen 0 und 0,6 aufwiesen; es lieB sich also auf diesem Wege eine 
scharfe Trennung der tryptischen Spaltprodukte in die DNP-haltigen und die 
DNP-freien Anteile erzielen. 

Auch unter Anwendung einer Saule aus Cellulosepulver konnte mit Tetra- 
hydrofuran-Wasser als Lésungsmittelgemisch eine brauchbare Aufteilung erreicht 
werden: Auf eine fest und gleichmaBig gestopfte Saule von 17 g Cellulosepulver 
(Nr. 123, Schleicher & Schill) (Durchmesser der Saule 1,6 cm, Hohe 20 cm) 
brachte man die Liésung von 100 mg der Spaltprodukte des DNP-Clupeins in 
3,0 com Wasser und entwickelte dann mit dem Gemisch von 3 TIn, Tetrahydro- 
furan und 2 TIn. Wasser, wobei die ganze entstehende, etwa 2 cm breite gelb 
gefirbte Zone hinter dem Lésungsmittelgemisch die Siule passierte (/t-Wert 
etwa 0,7—0,9), ohne eine positive Ninhydrinreaktion aufzuweisen, wihrend die 
DNP-freien Anteile des Gemisches auf der Saiule verblieben und erst mit gréBeren 
Mengen Wasser ausgewaschen wurden. Der erste, DNP-haltige Durchlauf ergab 
nach dem Eindampfen zur Trockne im Vakuum bei 30° etwa 14 mg eines gelb- 
braun gefarbten Oles, das sich auch in viel heiBem Wasser nicht mehr vollstandig 
liste, offenbar infolge einer mit der Cellulose oder einer Verunreinigung derselben 

17 Diese Versuche hatten durchweg ein quantitativ unzureichendes Ergebnis. 
18 Vgl. die Hinweise im Theoretischen Teil. 

19 K. Felix u. A. Krekels, diese Z. 290, 78 [1952]. 
20 Schleicher & Schill 2043b. 
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eingetretenen Reaktion der Substanz?!. Das angewandte Cellulosepulver erwies 
sich daher trotz der damit erzielbaren sauberen Aufteilung als fiir praparative 
Zwecke ungeeignet. 

b) Durch chromatographische Adsorption an Tonerde. Nicht 
nur an einer mit Cellulosepulver, sondern auch an einer mit Tonerde beschickten 
Saule lieB sich das tryptische Spaltungsgemisch aus DNP-Clupein bei Verwendung 
von Tetrahydrofuran als Lésungsmittel quantitativ in DNP-haltige und DNP- 
freie Komponenten zerlegen®*: 100mg des Gemisches der Spaltprodukte, in 
3,0 com Wasser gelost, trug man auf eine mit 40 g Aluminiumoxyd (nach Brock. 
mann) beschickte Saule (1,6 20 cm) auf und entwickelte dann mit dem Gemisch 
aus 3 Tln. Tetrahydrofuran und 2 Tin. Wasser. Die gelb gefairbten Bestandteile 
wanderten in einer etwa 2 cm breiten Zone zugleich mit dem Lésungsmittel durch 
die Saule, die so erhaltene Fraktion gab keine Reaktion mit Ninhydrin, wahrend 
sich die farblosen, ninhydrinpositiven Anteile des Spaltungsgemischs dann aus 
der Séule mit warmem Wasser eluieren lieBen; nach dem EKindampfen des Eluats 
zur Trockene erhielt man 74 mg Substanz. Die DNP-haltige Fraktion ergab nach 
dem Eindampfen im Vakuum bei 30° 16 mg einer schén gelb gefarbten Substanz, 
welche von wenig Wasser sowie von Methanol oder Athanol leicht gelést wurde, 
Die papierchromatographische Analyse der DNP-Fraktion mit Tetrahydrofuran- 
Wasser (8: 1) als Entwicklungsgemisch ergab eine Mischung aus zwei verschiedenen 
Komponenten, welche beide nach der Hydrolyse mit Saure eine stark positive 
Ninhydrinreaktion aufwiesen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst fiir 
die zur Verfiigung gestellten Mittel. 


Zusammenfassung 


Mit Hilfe seines Dinitrophenylderivates laBt sich Clupein chro- 
matographisch reinigen. Clupein und Dinitrophenyl-clupein werden 
durch Trypsin wie Chymotrypsin in demselben AusmaBe gespalten. 
Es wird die chromatographische Aufteilung der tryptischen Spalt- 
produkte des Dinitrophenyl-clupeins durchgefiihrt. 


21 Auch bei Anwendung anderer Lésungsmittelgemische wie Butanol- 
Ameisensaéure-Wasser oder dem Gemisch nach Felix u. Krekels!® wurde nach 
dem Durchlauf des Spaltungsgemischs durch die Cellulosesiule die Bildung eines 
in Wasser nicht mehr vollkommen lislichen gelbbraunen Oles beobachtet. 

22 Andere Lésungsmittel, z. B. Methanol, Athanol, Aceton oder Methanol- 
Eisessig-Wasser (16: 4: 80) erwiesen sich dagegen zur Trennung an der Tonerde- 
saule als ungeeignet. 
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Uber den Abbau von Tyrosin 


Uber den Abbau von Tyrosin 
Von 
K. Felix, E. G. Bock, D. Geratz, L v. Glasenapp, L. Roka und K. Weisenberger 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt am Main 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1953) 


Amerikanische Autoren fanden, daB beim fermentativen Abbau 
von radioaktiv markiertem /-Tyrosin’*»*4 die Acetessigsiure mit 
2 C-Atomen aus der Seitenkette und mit 2 C-Atomen aus dem Ring 
entsteht, und zwar direkt als C,-Einheit, nicht durch nachtragliche 
Kondensation von 2 C,-Bruchstiicken. Das widerspricht der Ansicht 
iiber den Tyrosinabbau, zu der wir auf Grund friiherer Versuche® 
gekommen sind. Wir fanden unter den Abbauprodukten von /-Tyrosin 
Alanin, glaubten, es stamme aus der Seitenkette und schlossen weiter, 
daB die Acetessigsiure aus dem Ring entstehen miisse. 

Um diesen Widerspruch zu kliren, haben wir die Versuche wieder 
aufgenommen und zuniachst in 76 Versuchen bestatigt, da beim Tyrosin- 
abbau in der Leber Alanin gebildet wird. Die Ausbeute entsprach 
50—80°%, der zu erwartenden Menge, wenn auf 1 Mol. /-Tyrosin 1 Mol. 
Alanin entsteht. Entgegen unseren friiheren Erfahrungen gelang es 
jetzt, aus Schweine- und Rattenlebern Extrakte zu gewinnen, die alle 
fiir den Tyrosinabbau erforderlichen Fermente enthalten. Extrakte 
erzeugten sogar mehr Alanin als Brei und Schnitte. Offenbar setzen 
letztere einen groéBeren Anteil Alanin weiter um. Die Alaninbildung 
setzt gleich nach Zugabe von /-Tyrosin ein und ist nach 10—50 Min. 
(Mittel 35 Min.) beendet. 

In den Versuchen von Lerner® mit Tyrosin, das am /-C-Atom 
der Seitenkette durch C!* markiert war, besaBen die Alaninflecke im 
Papierchromatogramm keine Radioaktivitét. Somit stammt in dem 
von uns gefundenen Alanin wohl nur der Stickstoff, aber nicht das 
Kohlenstoffgeriist aus der Seitenkette. Diese Vermutung wurde durch 
Versuche bestitigt, in denen wir den Gehalt an Brenztraubensiure im 
Reaktionsgemisch und seine Anderung wihrend des Versuchs bestimmten. 
Er nimmt in dem MaBe ab, wie Alanin gebildet wird, steigt aber wieder 
an, wenn die Oxydation anliuft. Alanin entsteht somit wahrscheinlich 
durch Transaminierung, was auch Knox® aus seinen Ergebnissen ge- 
schlossen hat. Woher die spiter wieder auftretende Brenztraubensiure 
stammt, laBt sich noch nicht entscheiden. 


1 §. Weinhouse u. R. H. Millington, J. biol. Chemistry 175, 995 [1948]. 

2 B. Schepartz u. S.Gurin, Fed. Proc. 8, 248 [1949]. 

3 A.B. Lerner, J. biol. Chemistry 181, 281 [1949]. 

4 §. Weinhouse u. R. H. Millington, ‘J. biol. Chemistry 181, 645 [1949]. 

5 K. Felix u. K. Zorn, diese Z. 268, 257 [1941]. 

6 W. E. Knox u. M.LeMay-Knox, Biochem. J. 48, XXII [1951]; 49, 
686 [1951]. 
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Der Sauerstoffverbrauch beginnt merkbar erst nach etwa 40 Min. 
und steigt dann steil an. Parallel dazu wird die Millonreaktion schwacher 
und gleichzeitig tritt Acetessigsiure auf. Versuche mit Extrakten 
verzehrten mehr Sauerstoff als soleche mit Leberbrei, und zwar 4 Atome 
pro Mol. Allerdings verlieren diese Extrakte bei Aufbewahren und 
Verdiinnen (1:10 und dariiber) rasch ihre Wirksamkeit. Ferner sind 
Extrakte von Hungertieren nur wenig aktiv. Wenn aber solchen 
Extrakten Brenztraubenséiure zugesetzt wird, gewinnen sie ihre volle 
Aktivitiét zuriick. Somit scheint die Brenztraubensaure der limitierende 
Faktor zu sein. 

Beim Tyrosinabbau tritt Kohlendioxyd bereits auf, bevor der 
Sauerstoffverbrauch deutlich einsetzt. In unseren fritheren Versuchen 
fanden wir hiufig 2 Mol. Kohlendioxyd beim Abbau von Tyrosin und 
schwankten bei der Erklirung der Herkunft des zweiten Molekiils. 
Auf Grund der neuen Versuche miissen wir zu der ersten Annahme 
zuriickkehren, daB nur eines aus dem Tyrosin stammt und das zweite 
sekundir aus anderer Quelle entsteht. 

Der Abbau von l-Tyrosin beginnt mit der Bildung von Alanin 
und bleibt aus, wenn keines gebildet wird. Fiir diese erste Stufe ist 
noch kein Sauerstoff erforderlich. Damit stimmt tiberein, daB der 
Sauerstoffverbrauch vom py in gleicher Weise abhingt wie die Bildung 
von Alanin, ferner, dab p-Oxyphenyl-brenztraubensdure ebenso viel, 
d.h. 4 Atome Sauerstoff, verbraucht wie Tyrosin. 

Die Aminogruppe des Tyrosins kann aufer auf Brenztraubensaure 
auch auf zugesetzte a-Ketoglutarsiure oder Oxalessigsiure tibertragen 
werden. In allen Falen steigt die Wirksamkeit mit der Konzentration 
der zugesetzten Ketosiure an und erreicht ein Maximum zwischen 
2 bis 4 Mol. Ketosaéiure pro Mol. Tyrosin. 

Statt mit Ketoséuren kann man verdiinnte Extrakte auch mit 
Kochsaft aus frischen Lebern reaktivieren. Wiahrend aber nach Zusatz 
von Ketosiuren der Sauerstoffverbrauch sofort ansteigt, verstreicht 
nach Zugabe von Kochsaft eine Latenzperiode von etwa 40 Minuten. 
Auf Brenztraubensaure hin wird der Sauerstoff langsamer verbraucht 
als auf «-Ketoglutarsiure und Oxalessigsiure. 

Auf Glutaminsiiure kann die Aminogruppe des Tyrosin von der 
Leber nicht tibertragen werden — es miiBte dabei Glutamin entstehen; 
denn Zusatz von Glutaminsiure an-Stelle einer der Ketosiuren bringt 
den Tyrosinabbau in verdiinntem Leberextrakt nicht in Gang. 

Dialysiertes Homogenat aus frischer Rattenleber baut Tyrosin 
nur nach Zusatz von Ketosaiuren ab. Ebenso verhalten sich Homogenate 
aus gefriergetrockneter und acetongetrockneter Leber. 

Die Brenztraubensiure scheint der physiologische Empfinger fiir 
die Aminogruppe des Tyrosins zu sein; denn ohne Zusatz von Keto- 
sauren entsteht immer Alanin. Dai in Gegenwart von «-Ketoglutar- 
siure Glutaminsiure entsteht, konnten wir papierchromatographisch 
zeigen. Knox® hat dariiber hinaus nachgewiesen, daB diese in aquimo- 
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laren Mengen zum umgesetzten Tyrosin auftritt. Er nimmt sogar 
weiter an, da immer eine Ketodicarbonsiure eingeschaltet sei, die 
dann sekundiir mit der Brenztraubensaure reagiere. Wenn das so wire, 
miiBten katalytische Mengen von «-Ketoglutarsdure die Transaminierung 
von Tyrosin mit Brenztraubenséiure beschleunigen. Nach unseren 
Versuchen ist das nicht der Fall, dagegen haben wir den Eindruck, 
dai je nach der Ketosiure verschiedene Fermente beteiligt sind. Die 
Transaminase, welche mit der Brenztraubensiiure reagiert, wird durch 
Trocknen der Leber mit Aceton zerstért, die mit x«-Ketoglutarsiure 
reagierende dagegen nicht. 

Bei der Transaminierung soll nach Knox® aus Tyrosin p-Oxy- 
phenyl-brenztraubensdiure entstehen. Auch wir konnten sie als Inter- 
mediarprodukt nachweisen, aber nur dann, wenn Ascorbinsaure fehlte 
und deswegen Tyrosin nicht vollstiindig abgebaut wurde. p-Oxyphenyl- 
brenztraubensaure selbst wird von Leberextrakt, -brei und -schnitten 
mit und ohne Zusatz von Brenztraubensiure unter Verbrauch von 
4 Atomen Sauerstoff pro Molekiil zu Kohlendioxyd und Acetessigsiure 
abgebaut. 

Ob p-Oxyphenyl-brenztraubensiure intermediir auftritt, haingt 
davon ab, wann Kohlendioxyd abgespalten wird, d.h. ob vor oder 
nach dem Ende der Transaminierung. Nur im zweiten Falle kdnnte 
sie entstehen, aber auch nur dann, wenn die Seitenkette noch nicht 
verschoben ist. Mit dem Beginn der Oxydation wandert die Seitenkette 
aus der p- in die m-Stellung. Gleichzeitig oder vorher wird Kohlen- 
dioxyd aus der Carboxylgruppe des Tyrosins abgespalten. Wir haben 
Kohlendioxyd meist indirekt nach Warburg bestimmt. In diesen 
Versuchen wurde es parallel zum Sauerstoffverbrauch entwickelt. 
sicher nicht erst nach AbschluB der Oxydation. Fiir die Ansicht, daB 
p-Oxyphenyl-brenztraubensiiure intermediiir nicht frei zu werden 
braucht, sprechen vielleicht unsere Befunde mit Leberextrakt. Hier 
wurde Tyrosin ausnahmslos rascher und vollstindiger abgebaut als 
p-Oxyphenyl-brenztraubensiiure. 

Fiir die Wanderung der Seitenkette und die Aufspaltung des 
Ringes im Tyrosin wie in der p-Oxyphenyl-brenztraubensaure scheint 
Ascorbinsiure nétig zu sein®’, und zwar 4 Mol. auf 1 Mol. Tyrosin 
oder p-Oxyphenyl-brenztraubensiure. Ascorbinsiiure kann durch 
Dehydro-ascorbinsiéure ersetzt werden, aber nicht durch Fumarsaure 
und Kisen(II)-Ionen, obwohl nach Suda, Takeda u.a. beim Abbau 
von Homogentisinséiure Ascorbinsiiure nur die Aufgabe habe, das fiir 
die Reaktion erforderliche Eisen(II)-Ion vor Oxydation zu schiitzen. 

Alle fiir den Abbau von Tyrosin und p-Oxyphenyl-brenztrauben- 
siure erforderlichen Fermente sind in der léslichen Fraktion der Leber- 


7 R.R. Sealock, R.L. Goodland, W.N.Sumerwell u. J.M. Brierly, 
J. biol. Chemistry 192, 761 [1952]. 

8 M.Suda, Y. Takeda, K. Sujishi u. T. Tanaka, J. Biochemistry 38, 
297 [1951]. 
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zelle enthalten, wenn mit dest. Wasser, 0,14-m. KCl oder 0,2-m. Phosphat- 
puffer von Py 7,7 homogenisiert wird. 

In den friitheren Mitteilungen sprachen wir von Tyrosinoxydase [ 
und II. Unter der ersteren wire nunmehr die Tyrosintransaminase 
und das Ferment zu verstehen, das Kohlendioxyd abspaltet und die 
Wanderung der Seitenkette besorgt, wihrend die zweite eine Gruppe 
von Fermenten umfaBt, die den Ring 6ffnet. 

In der Niere wird Tyrosin nicht so weit abgebaut wie in der Leber. 
Nierenhomogenat und Nierenbrei verbrauchten in unseren Versuchen 
mit Tyrosin und ebenso mit p-Oxyphenyl-brenztraubensaure nur 
1 Atom Sauerstoff pro Mol. und bildeten dabei 1 Mol. Kohlendioxyd. 
Ammoniak wird nicht frei und die Millonreaktion bleibt erhalten. Als 
Reaktionsprodukt fanden wir in beiden Fillen p-Oxyphenyl-essigsaure, 
die papierchromatographisch nachgewiesen und von Nierenhomogenat 
und -extrakt nicht weiter angegriffen wurde. Offenbar wird Tyrosin 
wie in der Leber zuerst transaminiert, dann aber die gebildete p-Oxy- 
phenyl-brenztraubensiure oxydativ decarboxyliert. 

In zellfreiem Phosphatextrakt der Niere verlauft die Reaktion 
anders; es werden nicht 1, sondern 2 Atome Sauerstoff pro Mol. Tyrosin 
verbraucht. Dagegen entstehen auch hier je 1 Mol. Kohlendioxyd 
und p-Oxyphenyl-essigsiure. Der Ammoniakstickstoff tritt aber nicht 
als freies Ammoniak auf, vielmehr nimmt der Amidstickstoff zu. Még- 
licherweise wird die Aminogruppe auf Glutaminséure tibertragen und 
Glutamin gebildet. 


Der friihere Befund®, daB die Niere p-Oxyphenyl-brenztrauben- 
siure nicht angreift, erklirt sich daraus, daB damals zu viel zugesetzt 
wurde. Die Niere kann nimlich nur wenig p-Oxyphenyl-brenztrauben- 
siure bewaltigen; Extrakt aus 1 g Niere oxydiert nur 1 wMol p-Oxy- 
phenyl-brenztraubensaure, wihrend zum Vergleich Leberextrakt mehr 
als das 50-fache abbaut. Wird mehr p-Oxyphenyl-brenztraubensaure 
zugesetzt, so bleibt ein gréBerer unveranderter Rest. 

Der letzte Befund ist von Bedeutung fiir die Verwendung der 
p-Oxyphenyl-brenztraubensdure zur Funktionspriifung der Leber. 
Soweit sie diese unverindert passiert, wird sie von der Niere zu einem 
Teil in p-Oxyphenyl-essigsiure umgewandelt, groBtenteils aber unver- 
andert ausgeschieden. Solange man die p-Oxyphenyl-brenztraubensaure 
im Harn durch die Millonreaktion bestimmt, erfaBt man die p-Oxy- 
phenyl-essigsiure mit. Beniitzt man aber ein Verfahren, das sich an die 
Seitenkette der p-Oxyphenyl-brenztraubensiure wendet, dann entgeht 
die p-Oxyphenyl-essigsiure der Bestimmung. Da es bei der Probe 
aber darauf ankommt, ob die Leber den Phenylring 6ffnen kann, tiuscht 
das Ergebnis des zuletzt genannten Verfahrens eine bessere Leistung 
der Leber vor. 


® K. Felix, diese Z. 281, 36 [1944]. 
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Beschreibung der Versuche 


Fermentdarstellung: Wir verwendeten frische Schweinelebern, Schweine- 
nicren und Rattenlebern. Organschnitte wurden nach der Methode von Voigt?®, 
Organbreie in der Latapiemiihle und Organhomogenate im Starmix oder Glas- 
homogenisator zusammen mit m/5- oder m/10-Phosphatpuffer py 7,5 bis 7,8 und 
Abzentrifugieren der groben Partikel fiir 30 Min. bei 3000 U/Min. hergestellt. 
Den Extrakt bereiteten wir, indem wir durch Seesand und Filtrierpapier filtrierten. 
Dieser Extrakt wurde fiir einige Versuche in einer gekiihlten Spinco-Zentrifuge 
bei Tourenzahlen zwischen 10000 bis 40000 U/Min. zentrifugiert und jeweils der 
Uberstand und der Bodensatz auf ihre Aktivitaét gepriift. 

Substrate: Wir benutzen /-Tyrosin nach zweimaligem Umkristallisieren 
mit einer optischen Aktivitét von [a}}® : — 7,979; p-Oxyphenyl-brenztrauben- 
siure der Chemiewerke Homburg A.G.; Brenztraubensiure von Merck und 
Ascorbinséiure von Hoffmann-La Roche. «-Ketoglutarsiure (Schmp. 115°) stellten 
wir aus Oxalbernsteinsaure-triathylester™, Oxalessigsiure (Schmp. 135°) aus 
Weinséure?? und Dehydro-ascorbinsiure durch Oxydation von Ascorbinsaiure 
mit Bromwasser oder Chinon her. 

Nachweismethoden: Der Sauerstoffverbrauch und die Kohlensaure- 
bildung wurden fortlaufend manometrisch nach Warburg gemessen. Die ge- 
samte Kohlenséureproduktion auch nach van Slyke und in einem Fall mit dem 
Infrarotschreiber?%, 

Alanin wurde nach Wiss?!', Brenztraubensiure nach Straub, Acetessig- 
siure nach Leonhardi** und p-Oxyphenyl-brenztraubenséure aus dem UV- 
Spektrum und als Dinitrophenylhydrazon papierchromatographisch bestimmt. 
Als quantitative Millonreaktion benutzten wir die Methode von Felix!’. Den 
Amidstickstoff berechneten wir aus der Zunahme des Ammoniaks nach 10 Min. 
Hydrolyse mit 5-proz. Schwefelsiure bei 100°. 


Reaktionsansatze: Alle Versuche wurden in Warburg-Manon.-tern 
ausgeftihrt. In jedem Fall wurden Doppel-, oft Dreifachbestimmungen anyesctzt. 
Im Mittelraum 0,2 cm® 50-proz. KOH, im Hauptraum 3 cm*® Fermentpraparat 
und Zusatze, im SeitengeféB 0,8 cm? Substratlésung und im Gasraum Sauerstoff 
oder Luft. Die Reaktionstemperatur betrug 37,5°, die Reakticnszeit zwischen 
90 und 300 Minuten. 


Ergebnisse 


1. Alaninbildung beim Tyrosinabbau (Kinzelheiten bei Weisen- 
berger’): Leberschnitte (je 5g), Leberbrei (je 4g Leber) und Extrakt (je 4g 
Leber) wurden mit Tyrosin (0,48 mg, 0,7 mg und 1,8 mg) bei 38° in Sauerstoff- 
atmosphare fiir 120 Min. inkubiert. Darauf wurde 1 cm® des Reaktionsansatzes 
entnommen, mit 6cm® gesattigter Pikrinsiurelésung gefallt, der Niederschlag 
abzentrifugiert und mit 1 cm* Pikrinsiure gewaschen. Uberstand und Wasch- 
fliissigkeit wurden vereinigt zum Alaninnachweis nach Wiss. Der Alaningehalt 
wurde aus einer Kichkurve ermittelt. Zuvor war nachgewiesen worden, da8 Brenz- 


10 R. Voigt, diese Z. 281, 1 [1944]. 
11 C. Neuberg u. M. Ringer, Biochem. Z. 71, 228 [1915]. 

122 A, Wohl u. C. Osterlin, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 1139 [1901]. 
13 K. Egle u. A. Ernst, Z. Naturforschg. 4b, 351 [1949]. 

14 OQ. Wiss, Helv. chim. Acta 31, 22 [1947]. 

1 F, B. Straub, diese Z. 244, 117 [1936]. 

16 G. Leonhardi u. I. v. Glasenapp, diese Z. 286, 145 [1951]. 

” K. Felix u. R. Teske, diese Z. 267, 173 [1941]. 

18 K. Weisenberger, Dissertat., Frankfurt a. M. 1952. 
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traubensaure, Milchséure, Glutaminsiure, Tyrosin, Serin und Glykokoll die 
Bestimmung nicht stéren. 








Ferment Substrat | Reaktionsprodukt : . | Anzahl 
Leber von | Tyrosin Alanin Mol. Alanin/Mol.Tyrosin| “" q,, 
Schwein und (Mittelwert) Vv * | 

Ratte uMol “Mol ersuche 
Schnitte 5 g 10 5,67 (4,72—6,51) 0,57 8 
srei 4¢ 2,55 1,50 (1,12—2,02) 0,59 18 
ah a 2,55 | 1,85 (1 68— 2,34) 0,725 : 
Extrakt 4 g 3.89 | 2.2 (1.85—2.53) 0,565 50 














2. Zeitliche Reihenfolge der Reaktionsprodukte beim Tyrosin- 
abbau (Abb. 1). Einzelheiten bei Weisenberger™®. 50 cm* Leberextrakt vom 
Schwein (Sch) und von der Ratte (R) wurden mit 5 mg Tyrosin bei py 7,7 in 
Sauerstoff bei 38° inkubiert und in Abstaénden von 10 Min. Proben entnommen. 
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Abb. 1. Zeitliche Reihenfolge der Reaktionsprodukte des Tyrosinabbaues in der 
Leber. 
Mittelwerte aus 3 Warburg-GroBansiétzen mit je 50 cm* Leberextrakt und 5 mg 
l-Tyrosin. Fortlaufende Sauerstoff- und CO,-Bestimmung. Probeentnahme alle 
10 Minuten. 


3. Abhangigkeit der Alaninbildung vom py (EHinzelheiten bei Weisen- 
berger}’), 11 Doppelansatze mit je 4 cm* Schweineleberextrakt und 5 mg Tyrosit 
wurden in Sauerstoffatmosphare bei 37° 40 Min. inkubiert; das py der einzelnen 
Ansitze unterschied sich in einem Bereich von 6,4 bis 8,4 um jeweils 0,2 Hin- 
heiten. Am Ende des Versuches wurden je 3-mal 1 cm® zur Alaninbestimmung 
entnommen und je 3 Bestimmungen nach Wiss ausgefiihrt. 
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3 -” — BTS O, co, Millon —- 
a 7 eage —L 01 Mol./Mol.Ty)|mg Ty/Ansatz| , S@ure 
\(Mol/Mol.Ty)| # egal (Reel. Ty es Ty] Aen aes tel, 
Min | R pon | Rs Sch Wa IR | R_~ R_ Sch} Tyrosin) 
0 0 0 0 0 0 0 0 {4,5 2,2 4,9 0 
ot ist fo 0 0 |4,7 1,7 49 | 0,025 
(.17) (.56) (.07) : 7 ae 
17 38 15 20 ca 
0 136) ¢8a)}—3 Of ¢.54) | (48) (.30) (9 9 48 | 0,075 
‘. 32-36 59 a aie in 
30 (.69) (.77) —4 1 (2,1) (.75) 14,3 1,5 5,3 0,125 
. 30.37 " 80 29 ‘ . ; 
: 40 | (64) (.79){—5 —11 (2,85) | (.26) (.88) [22 1° 42 | 0,25 
. 31 85 = 5 
! 50 (.67) -3 —6 (3,03) (.95) 0,45 
30 ‘ 90 64 
69 | (64) 9 —3) (3.91) | (1,58) (1,0) 0,70 
38 38 69 
S01 (.82)  (.82) (.62) (1,0) 0,88 
: 29 34 97 , S 
120 (.62) (.73) 0 -1 (.88) (1,0) 0.9 0,0 1,7 0,88 
CO,: Wa: nach Warburg, IR: im Infrarotschreiber 
Ergebnis: Zunahme an Alanin in y/em* (Mittelwerte), verglichen mit dem 
Sauerstoffverbrauch in Atomen/Mol. Tyrosin nach Felix?® 
Dyes acs 6,4 6,6 6,8 7,0 rie 7,4 7,6 7,8 8.0 8,2 
Alanin .. 0 2 2 16 28 66 73 76 70 25 
0,-Verbrauch 1,0 eZ 2,0 3,0 a6 3,6 2,4 1,0 


4. Sauerstoffverbrauch, Kohlensaiure- und Acetessigsaure- 
bildung beim Abbau von Tyrosin durch frische unverdinnte 
Extrakte aus Schweine- und Rattenleber. 





Sauerstoff Kohlensaure Acetessigsiure 
Atome/Mol. Ty Mol./Mol. Ty Mol./Mol. Ty 








36—4,15 |  0,75—1,07 | 0,7—-0,95 
Mitel: 3,94 | 0,94 0,84 
Anzahl der Ver- 18 | 12 | 38 


suche | 


5. Fermentaktivitat. Die Abnahme der Fermentaktivitat bestimmten 
wir in jedem Fall am verminderten Sauerstoffverbrauch und am unvollstindigen 
Abbau der zugesetzten Tyrosinmenge (Millonreaktion). Daneben bestimmten 
wir in der Mehrzahl der Fille die Acetessigsiiureproduktion, in einigen Fallen auch 
Alanin und CO,-Bildung. Dabei zeigten alle Reaktionen nahezu den gleichen Grad 
der Fermentinaktivierung an, so da wir hier nur den Sauerstoffverbrauch an- 
fiihren. Die Werte sind das Mittel aus mindestens 2 Versuchen. 

6. Nachweis der Bildung von Glutaminsaure (GTS) und p-Oxy- 
phenyl-brenztraubensiure (POPS). Bei —10° gealtertes 10-proz. Schweine- 
leberhomogenat wurde mit 0,1 mMol Ketoglutarsiiure und 0,05 mMol Tyrosin 
bei 37° 120 Min. inkubiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz, in dem Tyrosin durch 
POPS ersetzt wurde. Vor und nach der Inkubation wurden je 7,5 cm? jeden 





19 K, Felix, K. Zorn u. H. Dirr-Kaltenbach, diese Z. 247, 141 [1937]. 
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Extrakt aus Atome O,/Mol. zugesetztem Ty. 
frischer Normalleber .......... 4,0 
frischer Hungerleber .......... 1,4 
3 Tage bei 4° gealterter Leber. . . . . . 2,7 
gefriergetrockneter Leber ........ 1,0 
acetongetrockneter Leber ........ 0,1 
frischer Normalleber nach Dialyse . . . 0,5 


Extrakt aus frischer Normalleber 
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S Abb. 3. Abbaugeschwindigkeit von 
e Tyrosin in frischem Leberextrakt 
R 2 (1:4) nach Zusatz von Leberkochsaft, 
= a-Ketoglutarsiure (KGS) und Brenz- 


traubenséure (BTS). 
(Einzelheiten bei Geratz°). 




















Reaktionsansatzes nach Folin-Wu enteiweiBt und die Filtrate 4-mal mit 5 cm* 
peroxydfreiem Ather extrahiert. In den Atherextrakten wurde das UV-Spektrum 
im Beckman-Spektrophotometer gemessen; in je 2 cm*® Atherextrakt nach Zusatz 
von 2cm* 2-n. H,SO, und Abdampfen des Athers im Vakuum die quantitative 
Millonreaktion ausgefiihrt und der Rest des Atherextraktes mit 2 cm* 2-proz. 
Dinitrophenylhydrazin in 2-n. HCl versetzt. Die gebildeten Hydrazone wurden 
abgetrennt und nach Ansauern in Athylacetat aufgenommen; darin mit Butanol- 
Athanol-Wasser 50: 10: 40 papierchromatographiert. Die Ry-Werte der Hydrazon- 
flecke wurden mit einem Testgemisch aus Ketoglutarsiure- und POPS-Hydrazon 
verglichen. Der waBrige Anteil des Filtrates nach Extraktion mit Ather wurde 
eingeengt und ebenfalls papierchromatographiert. Die ninhydrinpositiven Flecken 
wurden mit zugesetzten Testaminosaéuren (Tyrosin, Alanin und GTS) verglichen. 

Ergebnis: Das UV-Spektrum der Ansitze mit POPS zeigt vor und nach 
Inkubation ein Maximum bei 305 und ein Minimum bei 250 mu. Die Extinktion 
nach Inkubation betragt aber nur noch 30% gegeniiber dem Wert vor Inkubation. 


20 —D. Geratz, Dissertat., Frankfurt a. M. 1952. 
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Abb. 4. Geschwindigkeit und Aus- 
maB des Tyrosinabbaues durch ge- 
alterten Leberextrakt (1:10) mit 
Zusatz von Ketoglutarsiure (KGS), KGS. OES BIS 
Oxalessigsiure (OES), und Brenz- 
traubensaéure (BTS), gemessen am 50 
Sauerstoffverbrauch und an der 
Millonreaktion (abgebaute Menge 
Tyrosin bei einer Ausgangsmenge 
von 3 uMol). 
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150 Min. —> 300 


Das UV-Spektrum der Ansatze mit Tyrosin zeigt vor der Inkubation ein Maximum 
von 270 und ein Minimum von 240 my. Nach Inkubation iiberlagert sich eine 
Adsorption, die dasselbe Maximum hat wie POPS und dessen Minimum bei 270 mu 


liegt. 

Im Ansatz mit Tyrosin ist erst nach Inkubation eine atherextrahierbare 
millonpositive Substanz nachweisbar, wahrend im Kontrollansatz mit POPS 
sowohl vor, wie nach Inkubation im Atherextrakt die Millonreaktion positiv ist, 
nach Inkubation allerdings um 75% vermindert. 

Das Papierchromatogramm der Hydrazone zeigt in den Ansatzeu mit POPS 
und Tyrosin nach Inkubation deutliche Flecke, die sich mit einem Rr-Wert von 
0,6—0,7 mit dem POPS-Hydrazon decken. Vor Inkubation ist dieser Fleck im 
POPS-Ansatz wesentlich intensiver, im Tyrosinansatz dagegen iiberhaupt nicht 
nachzuweisen. 

Im Chromatogramm der Aminosauren findet sich nur in dem Ansatz mit 
Tyrosin nach Inkubation ein Fleck, der mit mitgelaufener GTS iibereinstimmt. 

7. Zusatz katalytischer Mengen KGS zu BTS. In 3 Versuchen priiften 
wir, ob durch Zusatz katalytischer Mengen KGS zur optimalen Menge BTS die 
in 300 Min. umgesetzte Menge Tyrosin ansteigt. 

Jeder Ansatz enthielt 3 uMol Tyrosin, 12 uMol Vitamin C, die angegebene 
Menge Ketosaure und als Fermentpraparat in Ansatz 1: 10-proz. Homogenat aus 
frischer Schweineleber, in Ansatz 2: 10-proz. Extrakt aus acetongetrockneter 
Schweineleber, in Ansatz 3: durch 120 Min. langes Zentrifugieren bei 40000 U/Min. 
gewonnener, partikelfreier frischer Schweineleberextrakt. 























1 2 3 
saan 0, Ty 0, Ty 0, Ty 
KGS (12 Mol) 141 1,0 64 2,1 101 2,8 
BTS (12 ~Mol) 35,75 18 14 54 115 
BTS (12 uMol) + 
KGS (0,34Mol) 48 0,75 50 1,5 42 1,25 
KGS (0,3 »Mol) ned “< 14 0,3 40 0,65 


0,: Sauerstoffverbrauch in ul; Ty: abgebaute Menge Tyrosin in “Mol. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 292 12 











166 Felix, Bock, Geratz, Glasenapp, Roka und Weisenberger, Bd, 292 


8. Abbau von p-Oxyphenyl-brenztraubenséure (POPS) durch 
frische unverdiinnte Leberextrakte von Schwein und Ratte (Werte 
aus 11 Versuchen): 








Sauerstoff Kohlensiure Acetessigsiure 
Atome/Mol. POPS Mol./Mol. POPS Mol./Mol. POPS 
3,5—4,06 0,95—1,01 | 0,79—0,92 
Mittel: 3,78 0,99 | 0,84 





Auch verdiinnte und geaiterte Leberhomogenate und -extrakte, die Tyrosin 
gar nicht oder nur noch sehr mangelhaft abbauen, oxydieren POPS noch voil- 
stiindig. Zusatz von Ketoséuren hat auf den Abbau von POPS keinen Einflu3, 








Tyrosinabbau POPS-Abbau 
(gemessen am Sauerstoffverbrauch in 
Atomen/Mol.) 

25-proz. Leberhomogenat, 

i as 1,4 3,4 
mit 2Mol. BTS/Mol. ... . 3,4 3,4 
12,5-proz. Leberhomogenat, 

gealtert .......-. 0 2,7 
Hungerleberextrakt, frisch. . 1,4 3,4 
dialysierter Leberextrakt . . 0,5 3,5 
acetongetrocknete Leber. . . 0,1 0,1 








Abbau in % der zugesetzten Menge 
Tyrosin POPS 





10-proz. Leberextrakt mit 
Vitamin C und KGS erganzt 
(Werte aus 20 Versuchen ge- 
messen an der Millon- 
reaktion). ....... ° 63—100 22—93 

Mittel 87 57 


9. EinfluB steigender Mengen Vitamin C auf den Abbau von Tyro- 
sin und POPS. Extrakte aus acetongetrockneter Leber bauen weder Tyrosin 
noch POPS ab, ersteres auch nicht auf Zusatz von Ketosiuren. Derselbe Befund 
ergab sich auch bei gealterten, 1:10 und dariiber verdiinnten Leberextrakten. 
Wurde diesen Ansatzen Ascorbinséure zugesetzt, so wurde ohne Ketosauren nur 
POPS, mit Ketosiure auch Tyrosin abgebaut, und zwar um so mehr, je mehr 
Vitamin C zugesetzt wurde (Abb. 5). 
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Abbau von Tyrosin und POPS, gemessen am Sauerstoffverbrauch in Atomen/Mol. 
Ubereinstimmende Ergebnisse fiir die Abnahme der Millonreaktion und Auftreten 
von Acetessigsaure. 





POPS | Tyrosin 





10-proz. Extrakt aus acetongetrockneter Leber... . 0,4 0,05 
mit 4 Mol/MolL IGS... 5 33 ew tt 8 8 0,5 0,4 
mit Vitamin C (4 Mol./Mol.)........... 4,01 0,06 
mit KGS plus VitaminC. ........... 3,98 4,03 


10. Ersatz von Ascorbinsaure. In je einem Versuch (jeweils Dreifach- 
bestimmung) wurde an Stelle von Ascorbinsaiure, Fe(II)SO, oder Fumarsiure dem 
Leberextrakt zugesetzt; in zwei Versuchen Dehydro-ascorbinsaure. 

Der Ansatz bestand aus 10-proz. Schweineleberextrakt, der 120 Min. bei 
40000 U/Min. zentrifugiert wurde, mit 4 4Mol Tyrosin, 20 uMol KGS und 20 «Mol 
der in der Tabelle angefiihrten Zusaitze und wurde 180 Min. bei 38° in Luft inkubiert. 


Tyrosinabbau, gemessen an verbrauchten Atomen O,/Mol. Tyrosin. 























Zeit 30 60 90 120 150 |180Min. 
ohne Zusatz. ...... 0,16 0,18 0,14 0,08 0 0 
mit VitaminC...... 1,15 2,2 2,853 | 3,45 3,65 3,8 
Mib Mess. 6.6 206.6 « % 0 0 0 0,02 0,05 0,06 
mit Vitamin C + FeSO,. .| 0,73 1,8 2,4 25 2,7 
mit Fumarsfure..... 0,13 0,15 0,15 0,24 0,25 0,3 
mit Dehydro-ascorbinséure| 1,1 1,9 2,15 2,3 2,5 2,7 


1l. Lokalisierung der Fermente in der Leber. Wir priiften die 
Aktivitaét verschieden zubereiteter Homogenate und die daraus durch Differential- 
zentrifugieren gewonnenen Fraktionen in folgenden Ansitzen: 1 cm? Leber- 
priparat wurde mit 3 uMol Tyrosin bzw. POPS, 12 ~Mol Ascorbinsaure, 12 «Mol 
KGS 300 Min. in Luft bei 37,5° inkubiert. Gemessen wurde der Sauerstoffverbrauch 
in Atomen pro Mol. zugesetztem Tyrosin und die Millonreaktion, aus der der 
verbrauchte Anteil Tyrosin in % errechnet wurde, 

















Homogenat hergestellt mit 
Fraktion 0,2-m. Phosphatpuffer | 0,14-m. KCl | Aqua dest. 
0, Millon O, Millon} O, Millon 
Uberstand ; 
3000 U/Min., 30 Min. oe 87% 3,8 88% 
10000 U/Min., 15 Min. 
berstand 3,0 _ 
Sediment 0,6 _ 
17500 U/Min., 20 Min. 
Uberstand 4,8 90% 5,3 82% 
Sediment ES 6% 
20000 U/Min., 60 Min. 
Uberstand 3,2 89% 28 — 
Sediment 0,5 5% a an 
40000 U/Min., 120 Min. 
Uberstand 4,5 100% 
Sediment 
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Abb. 6. Tyrosinabbau, gemessen am 
Sauerstoffverbrauch, durch zellfreien 
klaren Uberstand nach 60 Min. Zen- 
trifugieren von Leberhomogenaten 
bei 20000 U/Min. (1) Homogenat 
mit aqua dest., (2) mit 0,2-m.Phos- 
phatpuffer py 7,6, (3) mit0,14-m.KC] 


12. Abbau von POPS und Tyrosin in der Niere (Hinzelheiten bei 
Bock#). Brei oder Extrakt aus Schweineniere wurden mit 5 uMol Tyrosin oder 
POPS bei 37,5° 120 Min. inkubiert und der Sauerstoffverbrauch (in Atomen 
O,/Mol. zugesetztem Ty bzw. POPS) und die Kohlensiureproduktion (in Mol./Mol. 
zugesetztem Tyrosin bzw. POPS) gemessen. 














Schweineniere Tyrosin POPS 
(Zahl der Versuche) 0, | Co, O, | CO, 
Brei, frisch. . . . . . 0,81—1,09 | 0,92—1,20 = a 
(8) 0, a 
Brei, 24 Stdn. alt. . . | 0,72—0,74 - - = 
(2) 0,73 
Extrakt, frisch . . . . | 1,66—2,08 | 0,92—1,07 | 0,92—1,04 | 0,92—1,07 
6 1,88 0,97 0,96 1,01 


Um festzustellen, wieviel POPS von einer konstanten Menge Nierenextrakt 
abgebaut werden, wurden zu 2cm? Nierenextrakt, die 1g Nierenfrischgewicht 
entsprachen, steigende Mengen POPS zugegeben und der Sauerstoffverbrauch 
wahrend der Inkubation bei 37,5° verfolgt. 











O,-Verbrauch in % der 5 : 
Zugesetzte — POPS Theorie, berechnet fiir — 
“a 4 Atome/Mol. POPS seine 
1,1 100 45 
2,2 96 60 
4,4 aa 80 
8,8 45 100 
17,6 24 140 
35,2 13 150 





13. Die Zunahme des Amidstickstoffes wurde in einem Ansatz, der 20 cm? 
Nierenextrakt und 10,8 mg Tyrosin enthielt, wihrend der Inkubation in Luft bei 


37,5° ermittelt. 


21 E. G. Bock, Dissertat., Frankfurt a. M. 1952. 
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Umgesetzte Menge Tyrosin........... 2,15 mg 
Zunahme des Amid-N .........-2e68-. 0,13 mg 
in % des umgesetzten Tyrosin-N ...... 78% 


14. p-Oxyphenyl-essigsaure als Reaktionsprodukt beim Abbau 
von Tyrosin und POPS durch Nierenbrei oder -extrakt wurde folgender- 
maBen nachgewiesen: Die Reaktionsansitze wurden enteiwei8t und anschlieBend 
die Substrate eingeengt und chromatographiert. Die p-Oxyphenyl-essigsiure wurde 
durch Bespriihen mit diazotierter Sulfanilsiure und Ammoniakdimpfen sichtbar 
gemacht und aus der Ubereinstimmung des Ry-Wertes mit Testsubstanz und Ein- 
heitlichkeit von Mischchromatogrammen mit reiner p-Oxypheny]l-essigsiure iden- 
tifiziert. 


Zusammenfassung 


Schweine- und Rattenleberbrei und -extrakt bauen /-Tyrosin unter 
Verbrauch von 4 Atomen Sauerstoff zu 1 Mol. Acetessigsiure, 1 Mol. 
Kohlendioxyd und einer von uns noch nicht identifizierten Substanz ab. 
Zunichst wird die Aminogruppe auf Brenztraubenséure transaminiert 
und 1 Mol. Alanin gebildet. 

Die Aminogruppe des Tyrosins kann im Experiment auch auf 
a-Ketoglutarsiure oder Oxalessigsiure tibertragen werden. 


An die Transaminierung schlieBen sich Oxydation und Decarboxy- 
lierung an und mit der Oxydation wandert die Seitenkette. 

Fir die Oxydation und die Wanderung der Seitenkette ist Ascorbin- 
siure bzw. Dehydro-ascorbinséure notwendig. 

p-Oxyphenyl-brenztraubensdure konnte als Zwischenprodukt nur 
bei Mangel an Ascorbinséure nachgewiesen werden. 

Alle fiir den Abbau von Tyrosin und p-Oxyphenyl-brenztrauben- 
siure nétigen Fermente lassen sich in der léslichen Fraktion der Leber- 
zelle nachweisen. 

Brei und Extrakt aus frischer Schweineniere bauen /-Tyrosin und 
p-Oxyphenyl-brenztraubensiure in beschranktem Umfang zu p-Oxy- 
phenyl-essigsiure ab. Dabei wird die Aminogruppe des Tyrosins durch 
Nierenbrei offenbar auf eine Ketosaéure transaminiert, durch Nieren- 
extrakt vielleicht auf Glutaminsaiure unter Glutaminbildung tibertragen. 
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Buttergelb unter der Einwirkung von Hefe 
Von 
Olaf Klamerth 


Aus dem Vitamin-Institut und dem Institut fiir organ.-chemisclie Forsclung 
der Universitat Stockholm* 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29, Januar 19538) 


Die zur Krebserzeugung in der Leber von Ratten und Mausen 
geeigneten Azofarbstoffe werden in vivo abgebaut. Die niheren Einzel- 
heiten sind besonders in bezug auf die eigentlich krebserregenden Ver- 
bindungen von Interesse. Im Verlaufe der Untersuchungen konnten 
dabei eine Reihe von Abbauprodukten isoliert werden. Dariiber hinaus 
fanden Miller und Mitarbb.! einen kleinen Teil des insgesamt ver- 
fiitterten Farbstoffes in einer festen, nach Ansicht der Autoren chemi- 
schen Bindung an ein Leberprotein (das sich bisher nur in der Leber 
von Ratten und Mausen nachweisen lief). 


In der Erwartung, daB Hefe im Modellversuch méglicherweise den 
Abbau von 4-Dimethylamino-azobenzol (I) leichter klaren lieBe, unter- 
suchten wir das Verhalten von I in Suspensionen von Hefezellen. Zum 
Vergleich dienten Leberhomogenisate, Casein, Albumin und ein syn- 
thetisch hergestelltes Polyphenylalanin?. 

Die dabei erzielten Beobachtungen ergaben folgendes Resultat: 


1. Hefe war im Stande, I (1,4 /ml 5-proz. Hefesuspension) innerhalb 
weniger Stunden vollig abzubauen. AnschlieBend ist auch mit der 
empfindlichen Methode von Euler und Mitarbb.* kein p-Phenylen- 
diaminderivat nachweisbar. 

2. Leberhomogenisat verhalt sich wie Hefe. 

3. Die Geschwindigkeit des Abbaues von I durch Hefe ist py-abhangig 
und verlaiuft im sauren Milieu rascher als im neutralen und alkali- 
schen. Durch Erhitzen geschiidigte sowie vollig abgetdtete Hefe 
und Leberzellen entfarben eine Lésung von I ebenfalls, der Farb- 
stoff kann jedoch durch Extraktion mit Alkohol oder Salzsiure 
aus den Zellen quantitativ wiedergewonnen werden. 

4. Casein und Serumalbumin sowie ein synthetisches Polypheny!|- 
alanin (n = 38) verhalten sich wie abgetétete Zellen. 


* Anschrift des Verfassers: Institut fiir Gewebeforschung, Berlin-Dahlem, 
Garystr. 9. 

1 E.C. Miller, A.M. Plescia, J. A. Miller u. C. Heidelberger, Cancer 
Res. 11, 286 [1951]. 

2 Fiir die Uberlassung des Poly-phenylalanins (n = 38) bin ich Herrn Prof. 
F. Wessely, Wien, zu groBem Dank verpflichtet. 

3 H.v. Euler, H. Hasselquist u. E. Eriksson, Ark. Kemi 4, Nr. 39, 
492 [1952]. 
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Methodik 


Samtliche Ansitze wurden mit einer verdiinnt alkoholischen, gepufferten 
Lisung von I durchgefiihrt, die in bezug auf Alkohol 10-proz., in bezug auf Puffer 
m/50 war’, An Hand einer Eichkurve mit bekannten Mengen I wurden die jeweils 
im Beckman-Spektrophotometer abgelesenen Konzentrationen an I ermittelt 
(bei 520 mu). Abb. 1. 
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Abb. 1.] Eichkurve zur Bestimmung von 4-Dimethylamino-azobenzol in 80-proz. 
Alkohol, 0,4-n. HCl, 4 = 520 mu 


Versuche 
Je 1,0g frischer Oberhefe (Rotebro, Svenska Jastfabriks AB), Trocken- 
gehalt etwa 35%, wurden mit 10 ml Standardfarbstofflésung vom py 6,9 (ent- 
haltend 1,4 y/ml) bei 28—30° im Thermostaten inkubiert. Alle 20 Min. wurde 
der Ansatz kraftig durchgeschiittelt. Nach jeder Stunde wurden Stichproben 


4 Der Alkohol diente der Erhéhung der Léslichkeit von I, die wesentlich 
geringer ist, als in der Literatur angegeben. Vgl. auch G. Siebert, K. Lang u. 
H. Wolf, Biochem. Z. 322, 446 [1952]. 
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dieser Ansitze entnommen, zentrifugiert und das klare Zentrifugat ebenso wie 
die abzentrifugierte Hefe auf ihren Gehalt an Farbstoff gepriift. Dazu wurde 
die waBrige Lésung mit 2 ml 4-n. HCl versetzt, mit Alkohol auf 20 ml aufgefiillt 
und die bei Anwesenheit von I rot gefarbte Lésung beim Absorptionsmaximuin 
von 520 my auf ihren Gehalt an I untersucht. Falls nach Zugabe der Saure Triibung 
oder Fallung auftrat, wurde nach Zusatz von 15 ml Alkohol zentrifugiert, das 
klare Zentrifugat mit Alkohol auf 20 ml gebracht und wie oben verfahren. Die 
abzentrifugierten Heferiickstande wurden 2—3-mal mit insgesamt 8 ml warmein 
Alkohol verriihrt, zentrifugiert und in der klaren alkoholischen Lésung nach 
Zusatz von 2 ml 4-n. HCl der Gehalt an I photometrisch ermittelt. Wenn, was 
meistens nicht der Fall war, eine Probe des nunmehr erhaltenen Heferiickstandes 
beim Versetzen mit HCl noch Rosafairbung ergab, wurde obige Behandlung wieder- 
holt und die erhaltenen Werte summiert. 


Lebende Hefe, py 7, 28° 

















Ansatz | 1 2 
nach Stunden 1 6 
% I in d. Lésg. 80 0 
% I im Riickstd. 5 0 





Hefe 10 Min. auf 70° erwarmt, pq7, 7 Stdn. 






























































mit 15 ml inkubiert. 


mehr nachzuweisen. 


Ansatz | 1 | 2 3 
Tin d.-Lisg. | 0 | 0 0 
y/ml I im Riickst. 0,70 0,74 0,73 
entspr. % 51 52 54 
Bei diesem Versuch waren die Hefezellen bereits merklich, jedoch nicht vollstandig 
geschadigt. 
Hefe, 45 Min, auf 65° erhitzt 
Pr 6,9, Inkubation 6 Stdn. (Lésung enthalt nur 0,5 y/ml) 
Ansatz | 1 | 2 
Lésung y/ml 0 0 0 
Riickstand y/ml 0,38 0,52 0,50 
entspr. % 76* 100 100 
* Platzen eines Zentrifugenréhrchens bedingte Verlust. 
py-Abhangigkeit des Abbaus 
Hefe 10 Min. auf 60—65°, 6 Stdn. bei 28° inkubiert 
Pu 8,1 7,0 | 60 5,5 
Lésung /ml 0 0 | 0 0 
Riickstand y/ml | 0,85 0,84 | 0,60 | 0,52 
entspr. % 60 60 43 37 


Leberhomogenisat frisch, analog behandelt wie Hefeansatze, aber 


2g Homogenisat (einschl. Sand); nach 3 bzw. 7 Stdn. bei 37° war in Ansatzen 
bei py 6,0, 7,0 und 8,1 sowohl in der Lésung als auch im Riickstand I nicht 
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Leberhomogenisat, 15 Min. auf 65° erhitzt, nach 3 baw. 7 Stdn. bei 37° 
py 7,0 (mit 15 ml inkubiert). 








Zeit | 3 Stdn. | 7 Stdn. 
Lésung | 0 | 0 





Riickstand y/mi | 0,214 | 0,210 
entspr. % 105 100 


Versuch mit Serum-Albumin, Casein und Polyphenylalanin (n = 88) 

Casein und Albumin waren in der 10-proz. alkoholischen Standardlésung 
des Farbstoffes bereits in erheblichem Ausmafe léslich, so daB beim Ansaiuern 
des Zentrifugates starke Triibung auftrat. Um Sekundaradsorptionen zu ver- 
meiden wurde die angeséuerte Lésung mit Alkohol auf das notige Volumen ge- 
bracht und dann zentrifugiert. Ebenso wurde mit dem alkoholischen Auszug der 
abzentrifugierten Albumin- bzw. Casein-Riickstaénde verfahren, obwohl hier nur 
unwesentliche Triibungen entstanden waren. 

















Pu oe Menge mg |Lésung % | Riickstand % 
Serum-Albumin 500 | 0 100 
Casein 500 0 102 
Polyphenylalanin he) 30 100* 











* Der Mehrwert ist durch die Eigenfiirbung der salzsauren Lésung des ab- 
zentrifugierten, in Alkohol aufgen. Polyphenylalanins erklarlich. 


Herrn Professor H. v. Euler, an dessen Institut vorliegende Arbeit wahrend 
eines Gastaufenthaltes durchgefiihrt wurde, danke ich auch an dieser Stelle er- 
gebenst fiir seinen wertvollen Rat und férderndes Interesse. 

Der Universitat Heidelberg danke ich fiir die Gewahrung einer Reisebeihilfe. 


Zusammenfassung 


Sehr verdiinnte wisserig-alkoholische Lésungen von 4-Dimethyl- 
amino-azobenzol (enthaltend 1,4 y/ml) wurden bei 28—37° auf lebende 
und abgetétete Hefe — sowie auf Leberzellen (in Leberhomogenisaten) 
einwirken gelassen und die Ergebnisse mit den Resultaten verglichen, 
die bei Einwirkung einer gleichkonzentrierten Farbstofflésung auf 
Casein, Serum-Albumin und synthetisches Poly-Phenylalanin beobachtet 
wurden. Wiahrend die zuletzt genannten Stoffe ebenso wie abgetotete 
Hefe- und Leberzellen den Farbstoff quantitativ aus der Lésung adsor- 
bieren, wobei durch geeignete MaBnahmen wie z. B. Extraktion mit 
verdiinnter Salzsiure oder Alkohol restlose Wiedergewinnung mdglich 
ist, bauen lebende Hefezellen bzw. Leberhomogenisat den Farbstoff in 
relativ kurzer Zeit ab. Der Abbau durch Hefe fiihrt nicht zu p-Phenylen- 
diamin bzw. einem Derivat desselben und verlauft in schwach saurem 
Milieu rascher als in neutralem oder schwach alkalischem. 
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Cyto-Deutero-Porphyrin 
Von ‘ 
Otto Warburg und Hans-Siegfried Gewitz 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Februar 1953) 


Kristallisiertes Cytohimin! wurde auf Rat von Professor Kar] 
Zeile mit Resorcin zur Deuteroverbindung abgebaut. Die Kohlen- 
wasserstoffkette, die den niedrigen Eisengehalt des Cytohimins bedingt 
(6,4% gegen 8,6% des Bluthimins) wurde dabei entfernt und es entstand 





A] 





Abb. 1. Cyto-Deutero-Porphyrin. 


in guter Ausbeute das schon kristallisierende Cyto-Deutero-Porphyrin 
(Abb. 1). Elementare Zusammensetzung, Absorptionsbanden und Salz- 
siurezahl von Cyto-Deutero- und Proto-Deuteroporphyrin stimmen sehr 
nahe tiberein. Indessen zeigt ein Vergleich der Schmelzpunkte der Me- 
thylester, daB die beiden Porphyrine nicht identisch sind. Mit Methanol- 
Salzsiure entsteht aus Cyto-Deutero-Porphyrin mit einer Ausbeute 
von 79% ein Dimethylester (Abb. 2), der bei 189° schmilzt, wahrend 
der entsprechende Proto-Deuteroester* bei 219° schmilzt. 


10. Warburg u. H.-S. Gewitz, diese Z. 288, 1 [1951]. 
2-H. Fischer, Pyrrolbuch, II, 1, S. 416. 


Bd. 292 (1983) 








han 
keir 


die 
in | 
die 


Ana 


wul 
im. 

















Bd. 292 (1953) Cyto-Deutero-Porphyrin 175 


Von andern Abbauversuchen erwihnen wir den Abbau des Cyto- 
himins mit Chromséure nach der Methode von Kiister. Wir erhielten 
keine Imidfraktion, aber mehr als 1 Mol. Haimatinsaure. 


Abb. 2. Dimethylester des Cyto-Deutero-Porphyrins. 


Auf Grund der bisher vorliegenden Tatsachen vermuten wir, da 
die fir das Cytohamin charakteristische Kohlenwasserstoffkette sich 
in Ring I oder II befindet. Fiir Cyto-Deutero-Porphyrin méchten wir 
die folgende Formel zur Diskussion stellen: 


CH, H H C,H; 
I Il 
IV Ill 
CH, Propion- Propion- CH, 
saure saure 


Herrn Arnold Lehmann danken wir fiir die Ausfiihrung der Elementar- 
Analysen. 


1. Cyto-Deutero-Porphyrin 


100 mg der kristallisierten Chlorferriverbindung des Cytohamins 
wurden mit 1g Resorcin (aus Benzol umkristallisiert) 15 Min. bei etwa 190° 
im Paraffinbad erhitzt. Die noch fliissige Schmelze wurde mit 11 Wasser 24 Stdn. 
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auf dem Wasserbad erwarmt. Die ausgefallenen Flocken, die das gesuchte Por- 
phyrin enthielten, wurden auf dem Filter mit heifiem Wasser gewaschen, bis das 
Waschwasser keine gelbgriine Fluorescenz mehr zeigte, wozu etwa 21 Wasser 
nétig waren. Die gewaschenen Flocken wurden mit 20 ccm n/10-NaOH vom 
Filter gelést, mit /10-Essigsiure wieder ausgefallt, mit Wasser gewaschen und 
getrocknet. Ausbeute an diesem Rohprodukt 102 mg. 

Das Rohprodukt — ein Gemisch von Hamin und Porphyrin — wurde in 
30 ccm Eisessig suspendiert. Unter Durchleitung von CO, auf dem siedenden 
Wasserbad wurden 5ccm einer frisch bereiteten Ferroacetat-Kisessig-Lésung 
sowie 2ccem konz. Salzsiure zugegeben. Nach etwa 7 Min. war die Substanz 
gelést und alles Eisen abgespalten. Die unter Kohlensaéuredurchleitung gekiihlte 
Lésung wurde in 11 Wasser gegossen; das Porphyrin wurde durch Abstumpfen 
der Saure ausgefallt, die ausgefallenen Flocken wurden auf einem Faltenfilter 
gesammelt und mit verd. Essigsiure und Wasser gewaschen. 

Der Niederschlag wurde mit 40 ccm /50-NaOH vom Filter gelést und mit 
5 ccm n/5-Essigsiure wieder ausgefallt, abzentrifugiert und mit Wasser neutral 
gewaschen. Dann wurde zweimal mit je 10 ccm 0,l-proz. Salzsiure extrahiert, 
um Verunreinigungen zu entfernen, und weiterhin mit 1,5-proz. Salzsiure, wobci 
das Porphyrin in Lésung ging. Die Lésung des extrahierten Porphyrins betrug 
200 ccm; sie wurde mit Wasser auf 5/1 verdiinnt und mit peroxydfreiem Ather 
im Neumannschen Apparat extrahiert. In der Vorlage kristallisierte das Por- 
phyrin aus dem Ather aus. Es wurde mit Ather gewaschen und getrocknet. Zum 
Umkristallisieren wurde in wenig Pyridin gelést, filtriert, das Pyridin durch Luft- 
durchblasen auf dem Wasserbad bei 60° auf 0,1 ccm eingeengt und mit 2 ccm 
Ather versetzt, worauf das Porphyrin auskristallisierte. Ausbeute an diesem 
umkristallisierten Produkt 22,5 mg (nach obiger Formel etwa 40% d. Th.). 

Zur Analyse. wurde 3 Stdn. im Hochvakuum bei 60° getrocknet. 3,23 mg 
Sbst., 8,26 mg CO,, 1,69 mg H,O. — 2,82 mg Sbst., 0,285 cem N (22°, 737 mm Hg). 

Proto-Deutero-Porphyrin (Mol.-Gew. 510,56). Ber. C 70,56, H 5,93, N 10,98. 

Gef. C 69,80, H 5,86, N 11,34. 


Das Absorptionsspektrum des Cyto-Deutero-Porphyrins in Pyridin-Ather 
ist von dem Spektrum des Proto-Deutero-Porphyrins kaum zu unterscheiden. 
Vielleicht sind die Banden der Cytoverbindung etwas kurzwelliger. 

Die Salzsiurezahl] der Cytoverbindung ist 0,4 bis 0,5 und stimmt mit der 
Protoverbindung iiberein. 

Auch im Verhalten der beiden Porphyrine zu andern Lésungsmitteln haben 
wir keine Unterschiede gefunden. 


2. Dimethylester des Cyto-Deutero-Porphyrins 


17 mg Cyto-Deutero-Porphyrin wurden in 7 com Methanol suspendiert 
und bei 0° mit trocknem HCl gesattigt. Nach 3-stdg. Stehenlassen bei Raum- 
temperatur wurde die Lésung unter vermindertem Druck bei 35° zur Trockne 
verdampft. Der Riickstand wurde in 10 ccm Chloroform gelést und mit wasser- 
freiem Natriumcarbonat geschiittelt, bis das vierbandige Porphyrinspektrum 
erschien. Die filtrierte Lésung wurde auf 0,2 ccm eingeengt und mit 2 ccm Ather 
versetzt, wobei der Ester auskristallisierte. Ausb. 13,5 mg. Zur Methoxylbestim- 
mung und Schmelzpunktsbestimmung wurde der Ester mehrfach aus Chloroform- 
Ather umkristallisiert. 

Methoxy]1: 2,36, 2,13 mg Sbst., 3 Stdn. im Hochvakuum iiber P,O, getrocknet, 
verbr. 2,49. 2,27 ccm n/50-Thiosulfat. Fiir Proto-Deutero-Porphyrin-Dimethy]- 
ester ber. CH,O 11,52, gef. 10,91, 11,02. 


3. Himin des Cyto-Deutero-Porphyrins 


Img kristall. Cyto-Deutero-Porphyrin wurde in 0,lccm _ Lisessig- 
Kochsalz suspendiert. Unter Durchleiten von Kohlensiure wurden 0,3 ccm einer 
frischbereiteten Ferroacetat-Hisessig-Kochsalzlésung zugesetzt und 15 Min. 
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auf dem Wasserbad erwarmt. Verdampfter EHisessig wurde ersetzt. Dann wurde 
der CO,-Strom unterbrochen und langsam abgekiihlt. Nach 2-stdg. Stehenlassen 
bei 5° war das Chlorhamin auskristallisiert (Abb. 3). Es wurde auf der Zentrifuge 
mit Essigsaure und dann mit Wasser gewaschen. 
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Abb. 3. Haimin des Cyto-Deutero-Phorphyrins. 


In 30-vol.-proz. Pyridin-Wasser gelést und mit Hydrosulfit versetzt erschien 
eine Hamochromogenbande bei 545 my, das ist die Lage der entsprechenden 
Bande’ des Proto-Deuterohaémins. Vielleicht ist die Bande der Cytoverbindung 
ein wenig kurzwelliger als die Bande der Protoverbindung. 


Zusammenfassung 


Der Abbau des Cytohémins zur Cyto-Deutero-Verbindung wird 
beschrieben. 


3 1. ¢.2, §. 415. 
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Die papierchromatographische Analyse der Gallenfarbstoffe 
Von 
W. Stich, R. Kehl und H. R. Walter 


Aus der I. Medizinischen Universitaéts-Klinik Miinchen (Direktor: Prof. K. Bingold) 
und der Medizinischen Universitéts-Klinik Marburg (Direktor: Prof. H. E. Bock) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Februar 1953) 


Vor kurzem! berichteten wir erstmals tiber die Papierchromato- 
graphie (PC) der Gallenfarbstoffe, und zwar im Rahmen der von uns 
entwickelten Methode der PC der Porphyrine. Bei bestimmten Be- 
dingungen (15°C, 2.4-Lutidin-Wasser 1:1, Papier Schleicher & Schiill 
2043b) konnten die von uns untersuchten Gallenfarbstoffe (Bilirubin, 
Sterkobilin, Urobilin und Neoxanthobilirubinsiure) auf Grund ihrer 
Ry-Werte genau charakterisiert werden. Wiahrend Bilirubin, Neoxantho- 
bilirubinséure und die Urobilinkérper damit leicht unterscheidbar 
waren, gelang die Trennung von Urobilin und Sterkobilin nicht mit 
Sicherheit, da die Ry-Werte mit 0,65 (Urobilin) und 0,67 (Sterkobilin) 
praktisch beisammen lagen. ; 

Da in verschiedener Hinsicht die Trennung von Urobilin und 
Sterkobilin wichtig ist, wurden von uns weitere Studien tiber die PC 
der Gallenfarbstoffe durchgefiihrt. 

Als Lésungsmittel untersuchten wir Isobutylalkohol, Isopropy]- 
alkohol, Methylalkohol, Chloroform und Aceton, welche jeweils rein 
oder in bestimmtem Mischungsverhiltnis mit aqua bidest. zur An- 
wendung kamen, nachdem von Decker? gezeigt wurde, daB nicht nur 
begrenzt mit Wasser mischbare, sondern auch die in jedem Verhiltnis 
mit Wasser mischbaren organischen Lésungsmittel fiir die PC geeignet 
sind. Es zeigte sich, daf die Punktbildung abhingig ist von Wasser- 
zusatz und alkalischem Milieu. Zu diesem Zweck erfolgte die Zugabe 
von konz. Ammoniak. 

Als geeignet erwiesen sich nach zahlreichen Versuchsreihen Lésungen 
mit folgendem Mischungsverhaltnis: 

1. 76% Methanol, 20% Wasser, 4% konz. Ammoniak, 

2. 40% Aceton, 50% Wasser, 10% konz. Ammoniak, 

3. 30% Aceton, 50% Wasser, 20% konz. Ammoniak. 
Untersucht wurden folgende Gallenfarbstoffe*: 


1. Chemisch reines Bilirubin, 

. Bilirubin Homburg, 

. Mesobilirubin, 

. Urobilin IX, « (synthet.), 

. Sterkobilin (aus Faces krist.), 
. Neoxanthobilirubinsaure. 


> St Go bo 


1R. Kehl u. W. Stich, diese Z. 290, 151 [1952]. 

2 P. Decker u. W. Riffart, Chemiker-Ztg. 74, 261 [1950]. 

* Herrn Prof. W. Siedel, Frankfurt-Héchst, danken wir fiir die freundliche 
Uberlassung von chem. reinem Bilirubin, synthet. Urobilin IX, « und synthet. 
Neoxanthobilirubinsaure. 
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Die Trennung der einzelnen Gallenfarbstoffe mit Hilfe der PC 
gelang sehr gut, allerdings wiederum mit Ausnahme von Sterkobilin 
und Urobilin, deren Ry-Werte zwar keine signifikante Differenz auf- 
weisen, aber trotzdem bei exakter Arbeitsweise damit unterschieden 
werden kénnen. Mit der PC lassen sich Mengen von 5—10 y Gallen- 
farbstoff noch gut nachweisen. Die Trennung der biologisch wichtigen 
Gallenfarbstoffe wird durch die PC wesentlich erleichtert. 

Tab. 1 zeigt die Ry-Werte der einzelnen Gallenfarbstoffe fiir die 
jeweiligen Versuchsbedingungen: 


Tab. 1. Rpr-Werte der Gallenfarbstoffe 














Rr-Wert 
2.4-Lutidin 76% Methanol, |40% Aceton, 30% Aceton, 
Gallen- Wea 1 * 4 20% Wasser, 50% Wasser, 50% Wasser, 
farbstoff 15°C. Papier 4% Ammoniak, |10°4, Ammoniak, |20°% Ammoniak, 
adits & 20°, Papier 20°, Papier 20°, Papier 
Schiill 2043 b| Schleicher & Schleicher & Schleicher & 
si Schill 1705 Schill 1705 Schiill 1705 
Bilirubin 0,86 0,730 0,531 0,385 
Mesobilirubin _— 0,700 0,542 0,430 
Urobilin 0,65 0,697 0,868 0,827 
Sterkobilin 0,67 0,772 0,885 0,810 
Neoxantho- 
bilirubin- 
siure 0,75 0,658 0,708 0,577 














Wihrend die Ry-Werte fiir Bilirubin, Mesobilirubin, Urobilin und 
Sterkobilin jeweils durch einen Wert zu kennzeichnen waren, zeigten 
sich bei Verwendung von Aceton und Methanol fiir die Neoxanthobili- 
rubinsiure zwei Punkte, also 2 Ry-Werte. Es ist moglich, daB diese 
Erscheinung auf das Vorliegen eines Isomerengemisches hinweist. In 
Tab. 1 sind nur die Hauptfraktionen angegeben, da die Nebenfraktionen 
nur in minimaler Menge auftraten. 


Beschreibung der Versuche 


Beziiglich der Methodik der PC der Gallenfarbstoffe mit Lutidin-Wasser- 
Gemisch sei auf unsere erste Arbeit! verwiesen. 


Um weitere geeignete Liésungsmittel zu finden, sind wir folgendermafSen 
vorgegangen: 

Grundsatzlich wurden nur aufsteigende und eindimensionale Chromato- 
gramme entwickelt. Die Vorversuchsreihen wurden durch Verwendung von 
Reagensglisern vereinfacht. Die Chromatogramme wurden dabei auf Filtrier- 
papierstreifen entwickelt, welche am unteren Ende 1 cm, am oberen Ende 2 cm 
breit sind und dabei in 2 ccm Versuchslésung stehen. Um die Entwicklung einer 
gesittigten Atmosphare wie bei der sonst iiblichen Methodik zu erreichen, wurden 
die Reagensgliser mit Pfropfen verschlossen. Verwendet wurde das Papier 
Schleicher & Schill 1705. Die Lésung der Gallenfarbstoffe wurde in Chloroform 
vorgenommen, die Substanzmengen bewegten sich in den aufgetragenen Tupfen 
zwischen 5 und 50 y. Die Tupfen wurden 4 cm iiber dem unteren Rand aufgetragen. 
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Es stellte sich heraus, daB die meisten der verwendeten Steigmittel in reiner 
Lésung zwar eine Wanderung der Substanz auslésten, aber keine Tendenz zur 
Punktbildung zeigten. Die Punktbildung lieB sich erst durch Mischung mit Wasser 
und Ammoniak erzielen. Versuche, bei denen das Steigmittel mit Eisessig an- 
gesiuert wurde, verliefen samtlich ergebnislos. LEisessig allein ergab ebenfalls 
keine Wanderung, dest. Wasser mit Ammoniak zeigte nur Streifenbildung. Unter. 
sucht wurden Isobutylalkohol, Isopropylalkohol, Chloroform, Methylalkohol und 
Aceton. 

Beziiglich der Methodik der PC auf gréBeren Chromatogrammen sei auf 
unsere friihere Arbeit! verwiesen. Wir verwendeten Din A 4 (14, Bogen). Steig- 
zeit etwa 12 Stdn., Temperatur 20°C. 


Zusammenfassung 

1. Die papierchromatographische Analyse der Gallenfarbstoffe ist 
mit folgenden Systemen durchfiihrbar: 2.4-Lutidin-Wasser, Methanol- 
Wasser und Aceton-Wasser, bei bestimmten Konzentrationen unter 
gleichzeitigem Zusatz von Ammoniak. 

2. Die Ry-Werte fiir Bilirubin, Mesobilirubin, Urobilin, Sterkobilin 
und Neoxanthobilirubinséure werden bestimmt. 

3. Die PC der Gallenfarbstoffe stellt einen Fortschritt in der Er- 
fassung und Differenzierung der Gallenfarbstoffe dar. 


Zur Papierchromatographie von Glutamin- und Asparaginsaure 
Vou 
Reinhard Koch und Horst Hanson 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Martin-Luther-Universitét Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Februar 1953) 


Bei der laufenden papierchromatographischen Uberpriifung von 
fiir Vergleichs- und Bestimmungszwecke gebrauchten Glutaminsaure- 
und Asparaginsdiurelésungen!, die in 0,1—0,01-m. Konzentration in 
einem Gemisch von 75 Vol.-Tin. Athanol und 25 Vol.-Tin. n-HCl her- 
gestellt worden waren, und die in Bestitigung der Angaben von Dent? 
eine vielmonatige Stabilitét der Aminosiuren aufwiesen, zeigte sich, 
da8 die Lésungspartner Athanol und HCl mit den Monoaminodicarbon- 
siuren unter Esterbildung reagierten. Bereits nach mehrtagigem Auf- 
bewahren alkoholischer Glutaminsiurelésungen bei Zimmer- 
temperatur lieBen sich bei papierchromatographischer Untersuchung 
neben der durch ihren charakteristischen Fleck gekennzeichneten 
Glutaminsaure eine, hiufig zwei weitere Substanzen durch die ky- 
Werte ihrer Flecke deutlich abgrenzen. Bei der alkoholischen As- 
paraginsadurelésung war nur eine zusitzliche Substanz erst nach 
lingerem, etwa 4-woéchigen Stehenlassen der Lésung bei Zimmer- 


1H. Hanson u. R. Koch, Pharmazie 7, 655 [1952]. 
2C. E. Dent, Biochem. J. 48, 169 [1948]. 
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er temperatur papierchromatographisch nachweisbar. Bei anderen in 
_ dieser Hinsicht tberpriiften Aminosiuren (Glycin, Alanin, Valin, 
on Leucin, Serin, Threonin, Tyrosin, Histidin, Arginin, Lysin) war dieses 
ls Verhalten nicht feststellbar. Die fiir die PCG benutzten Verteilungs- 
er fliissigkeiten spielten fiir die Nachweisbarkeit der Flecke keine Rolle, 
nd d. h. sie entstanden sowohl bei Verwendung von Butanol-Kisessig wie 
vuf auch von Phenol, natiirlich mit verschiedenen Ry-Werten. Erhitzen 
ig- der ,,gealterten‘’ Aminoséurelésung mit H,O oder verdiinntem NH, 


lie die zusiatzlich entstandenen Substanzen wieder verschwinden; 
es war dann nur noch Glutaminsaéure bzw. Asparaginsiure wie in der 
frisch hergestellten Losung papierchromatographisch nachweisbar. 


ist Damit entfallt auch fiir die hier beschriebene Erscheinung die kiirzlich 
ol. von Heyns und Mitarbb.* fiir Glutaminsaure nachgewiesene Moglich- 
er keit, nach der das Verteilungsmittel (Butanol-Eisessig) auf dem Papier 


mit der aufgesetzten Glutaminséiure bei noch vorhandener HCl zur 
‘in Bildung des y-Butylesters fiihren kann. 

Bereits Dent? weist darauf hin, daB bei Aufbewahrung alkoholischer 
or Glutaminséurelésungen weitere Substanzen auBer der Glutaminsiure 
papierchromatographisch nachweisbar werden. 2 Jahre alte alko- 
holische Glutaminsaurelésungen ergeben bis zu 4 deutlich voneinander 
abgesetzte Flecken, wobei Dent den am starksten hervortretenden 
Fleck als durch y-Athylester der Glutaminsaiure hervorgerufen ver- 
mutet. Mit vergleichender papierchromatographischer Untersuchung 
sowohl von alkoholischer Glutaminsaéure- und Asparaginsiurelésung, 
von Lésungen der dargestellten Ester und ihrer Hydrochloride und 
durch Mischchromatogramme ist nun der Nachweis zu erbringen, dal 
nicht nur in alkoholischer Glutaminsaurelésung, wie bereits von Dent? 
angenommen, sondern auch in entsprechender Asparaginsaiurelésung 
Veresterung eintritt, die der Grund fiir das Auftreten weiterer Flecke 


on im Papierchromatogramm von linger aufbewahrten Aminodicarbon- 
re- siurelésungen ist (vgl. Tab., S. 182). 

= Eine zusitzliche Fleckbildung der aufbewahrten Glutaminsiure- 
= lésung durch Lactambildung im Sinne der Entstehung der Pyrrolidon- 
it? . 


carbonsiure konnte ausgeschlossen werden, da im Gegensatz zu den 
Substanzen unserer Glutaminsaéurelésung Pyrrolidoncarbonsaiure mit 


ort Ninhydrin tiberhaupt keine Farbreaktion gibt. Auch sonst lieB sich 
uf. kein Anhaltspunkt fiir die Bildung von Pyrrolidoncarbonsiure finden. 
ant So blieb auch der papierchromatographische Nachweis dieser Siure 
ng durch Besprayen des Papiers mit Methylorange (Papierflache gelb: 
on dort, wo Saure lokalisiert ist, rote Flecke) negativ, obgleich mit diesem 
ip Verfahren bei Verwendung von wie iiblich aus Glutaminsiure dar- 
Se gestellter Pyrrolidoncarbonsiure diese Substanz sich mit Ry-Werten 
ch 0,45—0,50 bei Verwendung von Butanol-Eisessig leicht und eindeutig 
PE nachweisen lieB. 





3 K. Heyns, W. Koch u. W. Koénigsdorf, Naturwiss. 39, 381 [1952]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol, Chemie. 292 13 





182 Reinhard Koch und Horst Hanson, Bd, 292 (1953) 


Tab. Verhalten der Glutaminsaure und der Asparaginsaure, 





Rr-Werte der Flecke in | Rp-Werte der Flecke in 
Butanol-Eisessig Phenol 





Frisch hergestellte alkohol. 
Glutaminsaurelésung. . 0,22 0,30 
(blau-rotviolett) 
Dieselbe Lésung, mehrere 
Tage bei Zimmertemp. . 0,22; 0,52*; 0,81*, ** 0,30; 0,9* (nur 2 Flecke) 
Glutaminsaure-y-athyl- 
UOT AS SS, eae 0,82 0,85 
(rot-violett) 
Hydrochlorid des Gluta- 
minsdure-y-aithylesters . 0,52 
(rot-violett; oberer Teil rét- 
lich, unterer rot-violett) 


Glutaminsaure-diathylester 0,73 
Hydrochlorid des Glutamin- 
siure-didthylesters . . . 0,65 





Frisch hergestellte alkohol. 

Asparaginsaéurelésung. . 0,18 0,22 

(rotviolett; evtl. Doppel- 
fleck) 


Dieselbe Lésung nach mehr- 
wochigem Stehen bei 


Zimmertemp. .-. .. . 0,18; 0,44* 0,22; 0,79* 
Asparaginsaéure-8-mono- 
athylester. ...... 0,73 0,82 
(rétlich-braun-griin) 
Hydrochlorid des Aspara- 
ginsaéure-6-monoathyl- 
CEs 3 es Se ee eS 0,44 








(grau-griin) 


Mischchromatogramme ergaben Deckung der in Rr-Werten und Farbe 
einander entsprechenden Flecke der ,,gealterten‘‘ Glutamin- bzw. Asparaginsaure- 
Lésung und der Monoathylesterhydrochlorid-Verbindung der Glutamin- bzw. 
Asparaginsaure. 

* Flecke werden erst nach 10—15 Min. Erhitzen des mit Ninhydrin besprayten 
Papiers deutlich. 

** Nicht immer auftretend. 


Beschreibung der Versuche 


1. Angaben zur papierchromatographischen Methodik 

Es wurde das Verfahren der eindimensionalen aufsteigenden Chromatographie 
nach Williams und Kirby angewandt unter Benutzung eines Papieres der 
Fa. GeBner & Kreutzig, Niederschlag/Erzgebirge (Sorte ,,3 weich‘), Als Ver- 
teilungsfliissigkeit dienten meist Butanol-EKisessig nach Partridge®, verschiedent- 
lich auch Phenol nach Wieland®, Aufgesetzte TropfengréBe 5 cmm der jeweiligen 
Lésung. 








4 Williams u. Kirby, Science [New York] 107, 481 [1948]. 
5 §.M. Partridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 
6 Th. Wieland, Chem. Ber. 82, 468 [1949]. 
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2. Angaben zu den untersuchten Verbindungen 


a) Glutaminsdure-y-athylester-hydrochlorid: dargestellt nach Hege- 
diis?. Schmp. 134°. 

14,3 mg Sbst. verbr.; 3,220 ml /50-NH, (Kjeldahl). Ber. N 6,62, gef. N 6,3. 

b) Asparaginsaure-f-athylester-hydrochlorid: Entspr. wie bei 2a; nach 

Veresterung und Einengung im Vakuum wurde Riickstand in 3-mal so 

groBer Alkoholmenge wie bei 2a aufgenommen und mit entspr. gréBerem 

Vol. absol. Ather gefallt. Schmp. 198° (Lit.: 199—200°)§. 

15,25 mg Sbst. verbr.; 3,848 ml »/50-NH, (Kjeldahl). 

Ber. N 7,09, gef. N 7,06. 

Zu 2a—b: Die dargestellten Monoester-hydrochloride erwiesen sich als 
papierchromatographisch rein und zeigten die in der Tab. angegebenen Rr-Werte 
und Farbungen. Nach mehrtagigem Stehenlassen der kristallinen Substanzen 
lieBen sich jedoch bei Untersuchung einer aus dem kristallinen Produkt frisch 
hergestellten Lésung Glutaminsiure bzw. Asparaginséiure nachweisen. 

Freisetzung der Monoester erfolgte aus den Hydrochloriden in ge- 
sittigter alkohol. Lésung mittels festem K,CO, unter Zugabe von Ather. Die 
Auftragung fiir die papierchromatographische Bestimmung geschah direkt aus 
der atherisch-alkoholischen Lésung; es ergaben sich Rr-Werte und Farbcharakter 
wie in der Tab. vermerkt. 

Diester bzw. ihre Hydrochloride und Pyrrolidoncarbonséure wurden in 
bekannter Weise dargestellt®. 


Zusammenfassung 


Es wird papierchromatographisch nachgewiesen, da in linger 
aufbewahrten, von vornherein zur Stabilisierung unter Alkoholzusatz 
hergestellten, glutaminsiure- und asparaginsiurehaltigen, salzsauren 
Lésungen durch Veresterung die Hydrochloride von Glutaminsiure- 
y-iithylester und von Asparaginséure-f-aithylester entstehen, die zu 
zusiitzlicher Fleckbildung auf den Papierchromatogrammen fiihren 
kénnen. Aminomonocarbonsiuren fiihren, wie an einigen Beispielen 
von Aminosiuren tberpriift, unter den gewahlten Bedingungen der 
Aufbewahrung, des Alkohol- und HCl-Gehaltes nicht zu einer Ester- 
bildung. 


7 B. Hegediis, Helv. chim. Acta 31, 737 [1948]. 

8 Beilstein IV, S. 475. 

® Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden Abt. I, Tl. 7, S. 173 [1923]; 
Biochem. Handlexikon Bd. 4, S. 615 [1911]. 
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Der EinfluB von Kohlenhydraten, insbesondere von Fructose 
auf den Umfang und den zeitlichen Ablauf der Bildung 
von aktivierter Essigsdure und Brenztraubensdure in der Rattenleber 


II. Mitt.*: Vergleichende Untersuchungen iiber die Dissimilation 
der Fructose und der Glucose** 


Von 
Ernst Helmreicht, Stefan Goldschmidt, Walther Lamprecht und Fritz Ritzl 
Aus dem Organ.-Chem. Institut der Techn. Hochschule 


und der 
Medizin. Poliklinik der Universitat, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Februar 1953) 


Assimilation der Fructose: Fructose ist auf Grund Alterer 
Untersuchungen in besonderem MaBe befihigt, in der Leber Glykogen 
zu bilden. . 

So haben C. F. und G. T. Cori! nachgewiesen, daB Glucose zwar 
zweimal schneller resorbiert wird als Fructose, daB aber nach 4 Stdn. 
von der resorbierten Fructose 39°, von der Glucose nur 17% als Gly- 
kogen in der Rattenleber deponiert werden. Die besondere Fahigkeit 
der Fructose, Glykogen zu bilden, wurde verschiedentlich bestatigt?. 

Dissimilation der Fructose: Jedoch sind auch bereits in 
friiheren Jahren- Untersuchungen*-’ veréffentlicht worden, aus denen 
hervorgeht, daB Fructose in héherem Umfange als Glucose dissimiliert 
werden kann. 


Aufgabenstellung® 


Unsere Untersuchungen hatten zum Ziel, eine méglicherweise er- 
héhte und schnellere Dissimilation der Fructose im Vergleich zur Glucose 


i* I. Mitt.: E. Helmreich, K. Stuhlfauth u. St. Goldschmidt, Z. Natur- 
forschg. 7b, 418 [1952]. 

** Die im folgenden beschriebenen Versuche wurden von einem von uns 
(E. H.) auszugsweise anlaBlich des 2. Internat. Kongresses f. Biochemie in Paris 
(21.—27. Juli 1952) sowie vor der Miinchner Chem. Ges. in der Sitzung vom 
27. Nov. 1952 vorgetragen. 

+ Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich, Ernst Helm- 
reich, fiir die groBziigige Forderung meiner Arbeiten durch Gewahrung einer 
Forschungsbeihilfe. 

1 C.F. Cori u. G. T. Cori, J. biol. Chemistry 70, 577 [1926]; 72, 597 [1927]; 
76, 755 [1928]. 

2 Vgl. S. Isaac, Ergebn. inn. Med. 27, 493 [1929]. 

3 §. Oppenheimer, Biochem. Z. 45, 30 [1912]. 

4 KE. Herkin u. F. M. Wengerowa, Biochem. Z. 272, 246 [1934]. 

5 H.K. Barrenscheen, F.Dolleschall u. L.Popper, Biochem. Z. 
177, 50, 67 [1926]. 

6 A. Bornstein u. K. Holm, Biochem. Z. 130, 209 [1922]. 

7? H.Gremels, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 205, 
5 1[1947]; Klin. Wschr. 24/25, 449 [1947]. 

8 Zu dieser Arbeit wurden wir u. a. auch durch ein Problem von klinisch- 

tischem Interesse, nimlich die Frage einer allgemeinen Entgiftungs- 
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und anderen Hexosen nachzuweisen. Zu diesem Zwecke haben wir den 
Umfang und den zeitlichen Ablauf der Bitdung von aktivierter Essig- 
saure und Brenztraubensaure in der Leber nach Zufuhr von Kohlen- 
hydraten verfolgt. 


Die experimentelle Bearbeitung dieser Fragestellung sollte uns auch e]- 
gemein interessierende Aufschliisse iiber einen Einflu8 von Kohlenhydraten auf 
die Bildung von aktivierter Essigsiure und Brenztraubensdure vermitteln, weil 
die Mehrbildung von Abbauprodukten infolge der Dissimilation der Zucker zu- 
gleich ein MaB fiir die aktuelle Anderung des jeweils vorliegenden stationairen 
Zustandes ist. 


SchlieBlich war zu hoffen, daB unsere Befunde auch einen Einblick 
in den noch teilweise unbekannten Mechanismus der enzymatischen 
Umsetzungen der Fructose erméglichen. 


Wir haben uns damit begniigen miissen, den Nachweis einer méglicherweise 
erhodhten und schnelleren Dissimilation der Fructose durch eine in bestimmten 
Zeitabstaénden vorgenommene Analyse zweier charakteristischer dissimilatorischer 
Abbauprodukte zu fiihren, weil eine direkte Bestimmung der Reaktionsprodukte 
und der Reaktionsgleichgewichte der hierfiir verantwortlichen, teilweise noch 
unbekannten enzymatischen Umsetzungen der Fructose derzeit noch nicht még- 
lich war. 

Versuchsanordnung 


Unsere Untersuchungen sind am Ganztier (Rattenbécken) vor- 
genommen worden. 

Die Bildung von aktivierter Essigsiure (Acetyl—Co—A) in Ratten- 
leber wurde nach Zufuhr von d(—)-Fructose®, d(+-)-Glucose, d(-+)- 
Galaktose, J(—)-Sorbose!® und d(-+-)-Mannose in bestimmten Zeit- 
abstanden indirekt durch Acetylierung von Sulfanilamid bestimmt?» ?, 
Dies ist heute ein allgemein iibliches Verfahren zur Bestimmung akti- 
vierter Essigsaure. 


beschleunigung durch Kohlenhydrate infolge erhéhter Acetylierung von Pharmaca 
und toxischen Produkten angeregt. Es scheint aber eine gewisse Zuriickhaltung 
geboten und nicht erlaubt, die Acetylierung obligat einer Entgiftung gleichzu- 
setzen. Vgl. S. Edlbacher-F. Leuthardt, Lehrbuch d. physiol. Chemie (Walter 
de Gruyter & Co., Berlin 1952. Bd. I, 8. 362; Bd. II, S. 492. 

® d(—)-Fructopyranose. 

10 11!(—)-Sorbose. 

1 N.O. Kaplan u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 174, 37 [1948], haben 
erstmals gezeigt, daB Co-A zur Sulfanilamidacetylierung noétig ist, denn die Acety- 
lierung war direkt proportional der Co-A-Konzentration. 

12 Kinschrankend muB8 bemerkt werden, da8 die Bestimmung des Acetyl- 
sulfanilamids aus der Differenz des Gesamt-Sulfanilamids und des nach Verseifen 
erhaltenen freien Sulfanilamids nicht die Art des Acyls zu differenzieren erlaubt. 
Da auch Bernsteinsiure von einem Succinyl-Co-A auf das Sulfanilamid tibertragen 
werden kann, wobei Succinylsulfanilamid entsteht, wire denkbar, daB das von 
uns bestimmte Acylsulfanilamid auBer Acetyl- auch noch Succinylsulfanilamid 
enthalt. 


a-Ketoglutarséure - i Succinyl <— 8 Bernsteinsaure 
Co-A | Taubenleberextrakt 


¥ 
Succinylsulfanilamid 
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Als Vergleichsgr6Be diente die Acetylierungskapazitaét der Raite 
ohne exogene Zuckerzufuhr, die man bei Infusion gleicher Mengen 
Sulfanilamid in einer der Zuckermenge isotonen Kochsalzlésung™ 
beobachtet. 

Inwieweit die Hohe der Sulfanilamidacetylierung tatsaichlich den Gehalt 
an aktivierter Essigsiure in der Rattenleber anzugeben erlaubt, hangt weitgehend 
von den relativen Aktivitaten der an der Verwertung aktivierter Essigsaiure be- 
teiligten Transacetylasen ab. Solche sind u.a.: ,,Condensing encyme“ (Ochoa*?), 
Sulfanilamid-Transacetylase (Lipmann",4°) und die am Fettstoffwechsel he. 
teiligten Enzyme (Lynen?®), 

Man kann aber annehmen, daf unter den von uns gewahlten Bedingungen 
(— hoher Sulfanilamidspiegel, relativ niedere Co-enzym-A-Konzentration —) die 
in der Leber vorhandene aktivierte Essigsiure iiberwiegend zu Acetylsulfanilamid 
umgesetzt wird. 


Ergebnisse 
a) Leber 
Ein unterschiedlicher Einflu8 der Zucker auf die Sulfanilamid- 
acetylierung tritt am eindrucksvollsten in den ersten 10 Min. nach der 
Injektion hervor. Wir besprechen daher zunichst die Versuchsdaten, 
die AufschluB8 tiber die Bildung aktivierter Essigsiure in der Ratten- 
leber 10 Min. nach Zufuhr von Fructose, verschiedenen Hexosen und 
Kochsalz geben. 


Tab. 1. EinfluB von Fructose, Glucose, Galaktose,, Sorbose und Mannose auf 

die Acetylierung von Sulfanilamid in der Rattenleber. Von den Kohlenhydraten 

wurden je 2 g/300 g Ratte, von NaCl 0,352 g/300 g Ratte gegeben. Versuchsdauer 
10 Min.; die Werte beziehen sich auf 1g Leberfeuchtgewicht 





























d-Fruc- d-Galak- | 1-Sor- d-Man- | x,.,. 

tose  [*-Glucose| tose bose nose | SAC 

Gesamtsulfanilamid- ; " » = 
spiegel der Leber iny “ - - 58 61 sai 
Freies Sulfanilamid 21 30 37 37 44 42 
in y ss ; ee = 
Gebildetes Acetyl- : 2 ss 
sulfanilamid in y a 13 sa a6 sie oS 
in % 50 30 33 31 28 28 














Naheres tiber die Reaktionen A und B ist nicht bekannt, da beide nicht einzeln 
verfolgt werden konnten. Jedoch kann wohl in unserem Falle die Succinylsulfanil- 
amidbildung vernachlassigt werden, weil wir das Anlaufen des Citronensiure- 
cyclus und damit die Bildung von Bernsteinsiure und «-Ketoglutarsaure in unserer 
Versuchsanordnung durch Abfangen der aktivierten Essigsiure mittels Sulfanil- 
amids zu verhindern suchten. 

D.R. Sanadi u. I. W. Littlefield, J. biol. Chemistry 193, 683 [1951]; 
vgl. auch: I. Gergely, P. Hele u. C. V. Ramakirshnan, J. biol. Chemistry 
198, 323 [1952]; vgl. ,,Der intermediare Stoffwechsel‘‘ von K. Lang, Springer- 
Verlag, Berlin-Géttingen-Heidelberg, 1952, S. 114. 

13 Berechnung in iiblicher Weise auf Grund der Gefrierpunktsdepression; 
vgl. Medizin. Chemie von K. Hinsberg u. K. Lang, Verlag Urban & Schwarzen- 
berg, Miinchen-Berlin, 1951, II. Aufl., S. 610 
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Aus Tab. 1 ersieht man, daB Fructose besonders befahigt ist, in 
der Leber aktivierte Essigsiure bereitzustellen, denn Tiere, die Fructose 
zugefihrt erhielten, acetylieren etwa 50% des in die Leber ein- 
geschleusten Sulfanilamids, nach Zufuhr gleicher Mengen Glucose 
nur etwa 30%, nach Galaktose 33%, nach Sorbose 31%, nach Mannose 
28%. Hingegen konnen Tiere, die keinen Zucker erhielten, nur etwa 
28% Sulfanilamid acetylieren. Fructose acetyliert daher in héherem 
Umfange als die anderen Hexosen Sulfanilamid in der Leber, waihrend 
Glucose, Galaktose, Sorbose und Mannose keine signifikante Acetyl- 
sulfanilamidmehrbildung hervorrufen. Wir haben daher im folgenden 
nur noch die Glucose zum Vergleich herangezogen. 

Aus Tab. 1 geht hervor, da8 der Gesamtsulfanilamidspiegel der Leber zwar 
zwischen 42 y und 61 y/1 g Leberfeuchtgewicht schwankt, aber nach Zufuhr von 
Fructose (42 y) und Glucose (43 y) annihernd gleich ist. Die Unterschiede sind 
durch die verschiedenen Hexosen bzw. das Kochsalz bedingt, die zusammen mit 
dem Sulfanilamid injiziert wurden. 

Da die Werte fiir die Acetylsulfanilamidbildung berechnet in Prozent des 
Gesamtsulfanilamids nach Zufuhr der verschiedenen Hexosen sowie des Koch- 
salzes mit Ausnahme der Fructose, nicht wesentlich differieren, darf man an- 
nehmen, daB der Umfang der Acetylierung (ausgedriickt in Prozent des Gesamt- 
spiegels) unabhangig von der eingeschleusten Sulfanilamidmenge ist. 

Wir geben daher den Acetylsulfanilamidgehalt in den folgenden 
Kurven und Tabellen grundsatzlich in % des entsprechenden Gesamt- 
sulfanilamidspiegels an, um die Acetylsulfanilamidbildung auch bei 
unterschiedlichem Sulfanilamidspiegel vergleichen zu k6énnen. 

Errechnet man die Mehrbildung von Acetylsulfanilamid (M) in 
des Gesamtsulfanilamidspiegels1*, so betriigt diese 10 Min. nach erfolgter 
Infusion : 


0/ 
‘0 


nach Fructose 22% (vgl. Abb. 1) nach Sorbose 3% 
nach Galaktose 5% nach Mannose 0% 
nach Glucose 2% (vgl. Abb. 1) 


Die Acetylsulfanilamidmehrbildung 10 Min. nach Zufuhr von 
Fructose ist signifikant, denn D/eD = 3». 

Obwohl signifikante Unterschiede der Acetylsulfanilamidmehr- 
bildung nach Zufuhr von Fructose im Vergleich zu der anderer Zucker 
bereits nach 10 Min. auftreten (vgl. Abb. 1) (z. B. 21,6% nach Fructose 
und nur 2,3% nach Glucose), erreicht die Acetylsulfanilamidmehrbildung 
nach Fructose ihr Maximum erst 20 Minuten nach der Infusion (25,79 


Zuckerwert — Blindwert : 
uy — : = ; P 
M = Mehrbildung = titi: * 100. Als Blindwert gilt 


der Acetylsulfanilamidgehalt in % des Gesamtsulfanilamidspiegels der Leber von 
Tieren, die keine Zucker-, sondern eine entsprechend groBe Menge Kochsalzlésung 
infundiert erhielten. Da Zufuhr von Kochsalz, wie nachgepriift wurde, den Blind- 
wert nicht wesentlich andert, gibt dieser Wert zugleich die stationare Konzentration 
an aktivierter Essigsiure an und charakterisiert so die Ausgangssituation vor der 
Belastung mit Kohlenhydraten. 

15 Vgl. A. v. Muralt, Einf. i. d. prakt. Physiologie (Springer-Verlag, Heidel- 
berg, 1948, S. 244). 
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nach Fructose und 7,3% nach Glucose). Dann fallt die Mehracety. 
lierung ab. 

Nach 40 Min. sind auch nach Fructose’* keine signifikanten Unter- 
schiede mehr festzustellen. 

Nach 3 Stdn. wird — wenn auch ein Unterschied von Fructose 
zu Glucose nicht mehr statistisch gesichert werden kann — unter dem 
EinfluB der Zucker etwa dreimal mehr Acetylsulfanilamid in der Ratten- 
leber gebildet, als nach 10 Minuten. Zu diesem Zeitpunkt sind 68°, 
des Gesamtsulfanilamids nach Fructose und 65° nach Glucose acety- 
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avi Abb. 1. Acetylsulfanilamidmehrbildung 
Fo in der Rattenleber nach Zufubr von 
} d-Frctose 





Fructose und Glucose. Ordinate: (linear) 
Acetylsulfanilamidbildung in % des 
entspr. Gesamtsulfanilamidspiegels. 
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liert (s. Tab. 2)!’.. Berechnet man die Mehrbildung an Acetylsulfanil- 
amid, so betragt diese nach Fructose 49% und nach Glucose 46°, 
(s. Abb. 1). 

Die Foérderung der Acetylierung durch Fructose und Glucose wird nicht 
durch einen Mangel an Acceptor (Sulfanilamid) verursacht, denn 1 g Rattenleber 
enthalt auch nach 3 Stdn. (vgl. Tab. 2) bei allen Versuchsobjekten, gleichgiiltig, 
ob diese Glucose, Fructose oder Kochsalz erhalten haben, immer noch etwa 25 » 
freies Sulfanilamid (im Vergleich zu etwa 30 y freiem Sulfanilamid 10 Min. nach 
Versuchsbeginn). 

Die 3 Stdn. nach Zufuhr von Fructose resp. Glucose mehr gebildete aktivierte 
Essigsaiure entstammt nicht mehr der Brenztraubensaure, die beide Zucker liefern. 


16 Fructose: D/eD = 0,8; Glucose: D/eD = 1,0. 
Die Acetylsulfanilamidmehrbildung zu diesem Zeitpunkt (3 Stdn.) ist 
statistisch gesichert, denn: 
Fructose: D/eD >4, Glucose: D/eD >5. 
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Tab. 2. EinfluB von Glucose und Fructose auf die Sulfanilamidacetylierung in 

der Rattenleber. Es wurden je 2g Kohlenhydrat / 300g Ratte sowie 0,352 g 

NaCl/300 g Ratte gegeben. Versuchsdauer 3 Stdn.; die Werte beziehen sich auf 
1 g Leberfeuchtgewicht. 

















d-Fructose | d-Glucose | NaCl 

Gesamtsulfanilamid- 5 és ie 

spiegel der Leber in y ™ — en 
Freies Sulfanilamid 24,3 23,8 3) 

in y 

Gebildetes Acety]- 3 

sulfanilamid in y 46,7 “ 75 
in% 68 65 19 











Wie die im folgenden besprochenen Brenztraubensaiure-Analysen ergeben haben, 
kann die Glucose nach 3 Stdn. iiberhaupt keine Brenztraubensiure mehr liefern. 
Die Brenztraubenséuremehrbildung nach Fructose ist zu diesem Zeitpunkt nur 
noch geringfiigig, erreicht aber den Kochsalzleerwert erst nach 6 Stunden. Somit 
mu das Acetat, das nach 3 Stdn. fiir die Sulfanilamidacetylierung in der Leber 
bereitsteht, anderen Quellen (Fett?) entstammen. 

Nach Abb. 1 fallt die Acetylierung sowohl unter dem Einflu8 der Fructose, 
als auch der Glucose nach Erreichen des Maximums nach 20 bzw. 40 Min. ab. 
Wir betonen aber ausdriicklich, da8 in Abb. 1 nur die Acetylsulfanilamidmehr- 
bildung aufgetragen ist, da der Acetylsulfanilamidblindwert bereits abgezogen ist. 
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Die Leeracetylierung (vgl]. Abb. 2) steigt von 23,5°% nach 10 Min, 
stetig bis zu einem Maximum von 58,8% an, das nach 90 Min. erreicht 
wird, um dann ebenso stetig wieder abzufallen. Nach 3 Stdn. enthilt 
die Leber, die keine Zucker zugefiihrt erhielt, nur noch 19% Acetyl- 
sulfanilamid (s. Tab. 2, Abb. 2). 


b) Blut 


Im Blut 1aéBt sich weder ein statistisch gesicherter EinfluB der 
Fructose, noch anderer Hexosen auf die Sulfanilamidacetylierung fest- 
stellen. 

Unsere vorstehend beschriebenen Versuche zeigen, daB der Einflu8 
der Fructose auf die Sulfanilamidacetylierung in der Rattenleber zeit- 
lich scharf fixiert ist. Acetylsulfanilamid, das die Leber verlaBt, wird 
sogleich im strémenden Blut verdiinnt und durch den Kreislauf 
im Organismus verteilt. Bei enteraler Sulfanilamidzufuhr stellt 
sich anscheinend ein bestimmter kontinuierlicher Sulfanilamid- und 
Acetylsulfanilamidspiegel im Blut ein. Dieser wird, nachdem das 
Sulfanilamid die Peritonealwand passiert hat und in die Leber ein- 
gestroémt ist, durch den Zustrom aus der Leber und den AbfluB durch 
die Niere reguliert. So kénnen Anderungen des Sulfanilamid- und 
Acetylsulfanilamidgehaltes des Blutes wahrscheinlich so schnell aus- 
geglichen werden, da sie sich der Erfassung entziehen. Daher wird 
verstiindlich, daB eine Beeinflussung der Sulfanilamidacetylierung 
z. B. durch Zufuhr von Zuckern nur direkt am Erfolgsorgan, der Leber, 
erfaBt werden kann*. 


c) Harn 
Auch die Bestimmung im Harn ist schwierig, weil, abgesehen von 
methodischen Fehlern (st6rende diazotierbare Substanzen im Harn), 
Acetylsulfanilamid in der Niere desacetyliert wird. 
Daher erlaubt auch die Bestimmung des Acetylproduktes des im 
Harn ausgeschiedenen Sulfonamids keine Schliisse auf die Leber- 
funktion?®. 


Kritik der Versuchsbedingungen 


Acetylierung der p-Amino-benzoeséure 


Anfanglich haben wir p-Amino-benzoesiure als Acetylacceptor 
eingesetzt. Die Acetylierung der Paraaminobenzoesiure war jedoch 
so groBen Streuungen unterworfen, da} wir gezwungen waren, p-Amino- 





18 QO, Wieland, Arztl. Forschung 6, 289 [1952]. 

19 So konnten auch O. Wieland u. Mitarbb. sowohl nach Zufuhr von p- 
Amino-benzoesiure, wie auch nach Belastung mit Sulfanilamid bei versch. Leber- 
erkrankungen keinen verwertbaren Unterschied gegeniiber der Norm feststellen, 
weder hinsichtlich des Umfanges noch des zeitlichen Verlaufes der Ausscheidung 
des Acetylproduktes im Harn', 
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benzoesadure durch Sulfanilamid zu ersetzen. Wiahrend namlich Sulfanil- 
amide von Ratten intermediir fast ausschlieBlich acetyliert werden*®, 


NH, NH-COCH, 
O + CH,-CO-S-CoA > O + HS-CoA 
SO,NH, SO,NH, 


kann p-Amino-benzoesiure, da sie eine freie Carboxylgruppe tragt, 
auch iiber eine aktivierte Benzoylverbindung mit Glykokoll Hippur- 
siurederivate bilden. 

Da nun wahrscheinlich alle Faktoren, die die Bildung von p-Amino- 
hippursiure beeinflussen, auch die Acetylierung andern*, erscheint 
die Acetylierung der p-Amino-benzoeséure nicht zur 
exakten Bestimmung der aktivierten Essigsiurebildung 
geeignet. 

Acetylierung des Sulfanilamids 


Marshall jr. und Mitarbb.?? sowie Fuller?? haben erstmals nach 
der oralen Zufuhr von Sulfanilamid das entsprechende Acetylderivat 
im Harn von Menschen, Kaninchen, Mausen, Ratten, Katzen und Affen, 
mit Ausnahme von Hunden, nachgewiesen. Da Sulfanilamid und 
Sulfapyridin wesentlich schneller acetyliert werden als Sulfathiazol 
und Sulfapyrimidin, empfahl sich die Verwendung von Sulfanilamid 
als Acetylacceptor™. Klein und Harris® und andere betonen aus- 
driicklich, daB die Sulfanilamidacetylierung selbst bei Tieren gleicher 
Spezies groBen Streuungen unterliegt™, 


Desacetylierung des Sulfanilamids 


Die Ursache der unterschiedlichen Acetylierung von Sulfanilamid 
in Organen in situ und Gewebeschnitten und Homogenaten in vitro 
haben Krebs, Sykes und Bartley?’ aufzuklaéren versucht. Wahrend 
z. B. das Meerschweinchen 75% des zugefiihrten Sulfonamids (Sulfa- 
mezathin) im Urin als acetyliertes Produkt ausscheidet, kénnen 
Schnitte aus Meerschweinchenleber allerhéchstens 20%, im allgemeinen 
aber weniger als 10% acetylieren. 


20 Allerdings wies Williams im Harn menschlicher Versuchspersonen, 
ebenso wie im Harn von Kaninchen und Meerschweinchen, die Sulfanilamid er- 
halten hatten, auch 3-Oxy-sulfanilamid nach. Das Oxydationsprodukt trat aber 
nur in geringem Umfange (héchstens 10°) auf und wurde als Glucuronid aus- 
geschieden. R.T. Williams, Biochem. J. 41, 1 [1947]; I. Shelswell u. R.T. 
Williams, Biochem. J. 34, 528 [1940]. 

21 Th. R. Riggs u. H. N. Christensen, J. biol. Chemistry 198, 675 [1951]. 

22 EB. K. Marshall u. Mitarbb., Science [New York] 85, 202 [1937]. 

23 A. E. Fuller, Lancet 1, 194 [1937]. 

24 fF. Hawking, Brit. med. J. 1 505 [1945]. 

2% J.R.Klein u. J. S. Harris, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 38, 78 [1938]. 

2% J. R. Klein u. J. S. Harris, J. biol. Chemistry 124, 613 [1938]. 
riod 27 H. A. Krebs, W.0O.Sykes u. W.C. Bartley, Biochem. J. 41, 622 

947]. 
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Die Unterschiede der Acetylierungskapazitit von zerkleinertem 
Gewebe und Gewebeschnitten und dem Ganztier sind bei Ratte, Meer- 
schweinchen und Kaninchen sicher durch eine Verschiebung des Ver- 
haltnisses Acetylierung/Desacetylierung verursacht. Nach Zerkleine- 
rung der Gewebe, unter den Versuchsbedingungen in vitro, 
iiberwiegt die Desacetylierung. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen haben uns veranlaBt, auf zu- 
nachst vorgesehene Versuche in vitro mit Lebergewebeschnitten und 
Homogenaten zu verzichten. Da bei Versuchen in vivo die Desacety- 
lierung praktisch vernachlassigt werden kann, haben wir unsere Unter- 
suchungen am Ganztier (Ratte) vorgenommen. NaturgemaB muBten wir 
groBere Streuungen in Kauf nehmen. Wir waren daher gezwungen, zur 
ausreichenden Sicherung unserer Ergebnisse eine groBe Zahl von Ver- 
suchen (~ 500 Versuche) durchzufiihren; somit ist jeder MeBpunkt 
durch ungef. 11 Einzelversuche belegt. 


Resorption der Zucker © 


Man kann mit Sicherheit annehmen?*-*?, da8 die Resorption der 
Hexosen im Darm aktiv verliuft und keine einfache physikalische 
Diffusion ist. 

Nach Cori und Goltz*®? verhalten sich die Wande der Peritoneal- 
hohle im Gegensatz zu den aktiv in die Resorption eingreifenden Darm- 
epithelien* wie eine inerte physikalische Membran. Daher werden aus 
der Peritonealhéhle die verschiedenen Monosaccharide mit annaihernd 
gleicher Geschwindigkeit resorbiert. Um die Resorptionsverhiltnisse 
tibersichtlich und vergleichbar zu gestalten, haben wir deshalb in unserer 
Versuchsanordnung die Zuckerlésungen intraperitoneal appliziert®. 


Die Beeinflussung der Sulfanilamidacetylierung 


Angaben iiber einen EinfluB verschiedener Metaboliten, u. a. auch 
der Glucose und Fructose auf die Acetylierung der Paraaminobenzoe- 


*8 [. Nagano, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 90, 389 [1902]. 

29 W. Wilbrandt u. L. Laszt, Biochem. Z. 259, 398 [1933]. 

80 C.F. Cori fand, da8 Zucker unabhangig von ihrer Konzentration im 
Intestinum resorbiert werden. Das Ausma8 der Reserption fallt in der Reihen- 
folge Galaktose -- Glucose — Fructose -- Mannose - Xylose > Arabinose. Auf 
Grund dieser Versuche wurde ein selektiver Permeationsmechanismus fiir die 
Resorption der Hexosen aus dem Intestinum postuliert. J. biol. Chemistry 66, 
691 [1925]; 62, 497 [1925]. 

31 D. W. Auchinachie, J. J. R. MacLeod u. H. E. Magee, J. Physiology 
69, 185 [1930]; J. J. R. MacLeod, H. E. Magee u. C. B. Purves, ibid. 70, 404 
[1930]. 

82 Vortrag W. Wilbrandt, Bern, Permeabilitatsprobleme, 17. Tagung d. 
dtsch. Pharmakol. Ges., Bad Nauheim (1950), ref. in Angew. Chem. 62, 435 [1950]. 

33 C. F. Cori u. H. L. Goltz, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 28, 122 [1925]. 

34 E. M. Bogdanowe u. S. B. Barker, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 75, 1 
[1950]. 

8° Vgl. auch R. Héber, Physikal. Chemie d. Zellen u. Gewebe, Verlag 
Stampfli & Co., Bern 1947. 
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siure finden sich erstmals in einer kurzen Notiz von Harrow, Power 
und Sherwin*®, 

Die Angaben dieser Autoren konnten spater von J.R. Klein und J.S. 
Harris*’ nicht bestatigt werden. Allerdings sind die Befunde nicht ohne weiteres 
vergieichbar, denn Klein und Harris haben die Acetylierung von Sulfanilamid 
verfolgt, Harrow, Power und Sherwin die Acetylierung von p-Amino-benzoe- 
siure. Klein und Harris*’ fanden, daB die Acetylierung von Sulfanilamid am 
deutlichsten durch Zugabe von Acetat®* geférdert wird. Etwas geringer war die 
Wirkung von Pyruvat (Brenztraubensiure) und Lactat. Die Hemmung der 
Acetylierung unter anaeroben Bedingungen wird anscheinend durch verminderte 
Acetatbildung in der Anaerobiose verursacht; denn Inhibitoren der Atmung 
(Fluorid) sind zugleich Hemmstoffe der Acetylierung. 

Aus ihren Befunden haben die Autoren*’ geschlossen, dai die 
GréBe der Sulfanilamidacetylierung am Kaninchen durch das AusmaB 
der Acetatbildung bestimmt wird, denn die Acetylierung stieg an, 
sobald Acetat selbst®?38 oder aber Substanzen zugefiihrt wurden, 
aus denen intermediaér aktivierte Essigsiure entstehen kann (z. B. 
Brenztraubensaure). 


Brenztraubensaéuremehrbildung nach Fructose- und Gluecosegaben 
Unter dem EinfluB von Zuckern entsteht das zur Sulfanilamid- 
acetylierung bendtigte Acetyl wohl hauptsachlich durch dehydrierende 
Decarboxylierung der aus dem Zuckerabbau entstandenen Brenz- 
traubensaure : 


CH, CH, 

| | 

CO + HS-CoA ———+ (ATP) + C—SCoA 

l | OH 

COOH COOH 
CH, 


Co-Carboxylase ** 
cialis 
DPN 


Ox y 


xs —CoA + CO, + DPNrea 

Wir haben deshalb die Brenztraubensiure(BTS)-Mehrbildung in 
der Leber nach Zufuhr von Fructose und vergleichsweise Glucose in 
bestimmten Zeitabstinden untersucht, wobei wiederum die Ausgangs- 
situation vor der Zufuhr von Kohlenhydraten — d.h. der stationare 
Zustand der Bildung von Brenztraubenséiure — durch Abzug eines 
BTS-Blindwertes, den man nach Zufuhr einer den Zuckerlésungen 
isotonen Kochsalz-Lésung beobachtet, beriicksichtigt wurde. 


36 B. Harrow, T. W. Power u. C. P. Sherwin, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
24, 423 [1926]. 

hy 

38 Auch bei der Maus steigert Natriumacetat die Acetylierung. Vgl. auch 
G.V. James, Biochem. J. 38, 1688 [1939]. 

39 Die Oxydation des Pyruvats zu Acetat hangt auBer von diesen Co-Faktoren 
(DPN, Co-Carboxylase, CoA) noch von einem weiteren Faktor ab, der sich durch 
eine starke, wachstumsférdernde Wirkung auf Strept. lact. in acetatfreiem Medium 
auszeichnet. Ebenso aktiviert dieser Faktor das Apoferment der Brenztrauben- 
siuredehydrogenase aus Strept. faec. Der Stoff konnte aus Leber kristallisiert 








194  E.Helmreich, St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. F. Ritzl, Bd. 292 (1953) 


Versuchsanordnung 
Die Anordnung war die gleiche, wie bei den Versuchen zur Er. 
fassung der Mehrbildung von aktivierter Essigsiure. Auch der Zusatz 
von Sulfanilamid wurde beibehalten. 


Sulfanilamid als Acetylacceptor sollte ein anderweitiges AbflieBen der aus 
der Brenztraubensaéure entstandenen aktivierten Essigsiure (z. B. via Citronen- 
siurecyclus, Fettstoffwechsel) verhindern, um die Mehrbildung von Brenztrauben- 
siure mit der von Acetylsulfanilamid vergleichen zu kénnen. 


Ergebnisse 


Entsprechend der Mehrbildung ‘von Acetylsulfanilamid{ist die von 
Brenztraubensaure in der Rattenleber bereits 10 Min. nach Zufuhr von 
Fructose signifikant hdher als nach Glucose (s. Abb. 3). 


Fructose : Glucose = 17:1; D/eD = 3. 
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Abb. 3. Brenztraubensiuremehrbildung in der Rattenleber nach Zufuhr von Fruc- 

tose und Glucose. Ordinate: (linear) Brenztraubensiuregehalt von 1 g Ratten- 

leber (Feuchtgewicht) in y nach Abzug eines Leerwertes, den man nach Zufuhr 
einer der Zuckerlésung isotonen NaCl-Lésung erhilt. 


dargestellt werden. Es handelt sich um eine schwefelhaltige Saure, die infolge 
ihrer guten Loslichkeit in Fettlésungsmitteln den Namen ,,«-Liponsaéure“ erhalten 
hat (Gunsalus). : 

Anscheinend ist diese Substanz in den Zellen amidartig an das Aneurin 
gebunden (Reed u. de Busk). 

Diese Verbindung, das ,,Lipothiamid“ ware demnach der eigentliche Co- 
Faktor der dehydrierenden Decarboxylierung der Brenztraubensaure. 

Vgl. S. Edlbacher-F. Leuthardt, 1. c.*, Bd. II, 8. 699, Nachtrag zu Bd. I, 
S. 289; L. J. Reed, B. G.de Busk, J.C. Gunsalus u. G. H. F. Schnackens- 
berg, J. Amer. chem. Soc. 78, 5920 [1951] u. a.a.0O.; L.J. Reed u. B. G. 
de Busk, J. Amer. chem. Soc. 74, 3457, 3964 [1952]; vgl. auch D. R. Sanadi 
u. J. W. Littlefield, J. biol. Chemistry 197, 851 [1952]. 
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Zugleich erreicht die Brenztraubensiiuremehrbildung nach Fructose 
schon nach 10 Min. ihr Maximum (+ 17 y) (Sofortdissimilation der 
Fructose!). 

Wiahrend bei den Tieren, die Glucose erhalten hatten, die Brenz- 
traubensiuremehrbildung erst nach 30 Min. ihren absolut héchsten 
Wert (+3 y) erreicht, betraigt auch dann noch die Brenztraubensiure- 
mehrbildung nur etwa 1/, des maximalen Fructosewertes. Die Brenz- 
traubenséuremehrbildung nach Fructose ist zu diesem Zeitpunkt von 
+17 y auf + 15,2 y gefallen (Abb. 3). Demnach ist auch noch nach 
30 Min. die BT'S-Mehrbildung nach Fructose signifikant hdher, als nach 
Glucose, denn D/eD = 3. 


Die Kurve der BTS-Mehrbildung nach Fructose fallt ebenso wie 
dic nach Glucos> nach Erreichen des Maximums (10 Min. resp. 30 Min.) 
stetig und allmihlich auf den Kochsalz-Blindwert ab, der bei Zufuhr 
von Glucose nach 3 Stdn., bei Zufuhr von Fructose nach 6 Stdn. er- 
reicht wird. 

Unter den Versuchsbedingungen ist 10 Min. nach Infusion von 
Fructose das Molverhaltnis mehrgebildeter Brenztraubensiure zu mehr- 
gebildetem Acetyl 1,45:1. Dieses Verhialtnis gilt selbstverstindlich 
nur fiir die Werte, die wir unter den von uns gewahlten Versuchs- 
bedingungen ermittelt haben, denn wir wissen, daB die Acetylsulfanil- 
amid-Mehrbildung bis zur Sattigung der Transacetylase von der Menge 
verfiigbaren Sulfanilamids abhiangt. 

Daher ist die Annahme erlaubt, daf die nach Fructosegaben in den 
ersten 10—20 Min. post infus. mehr gehildete Brenztraubensiure restlos 
in aktivierte Essigsiure iibergeht?°. 


Endgiiltig befriedigend kénnte diese Frage u. E. allerdings erst mit 
Hilfe radioaktiv markierter Fructose entschieden werden. Diesbeziig- 
liche Untersuchungen sind vorgesehen. 


40 Bei unseren Ergebnissen (vgl. S. 188/189, Abb. 1, Tab.2) fallt auf, daB auch 
nach 3 Stdn. noch eine vermehrte Acetylsulfanilamidbildung nachzuweisen ist, 
obwohl der BTS-Spiegel wieder auf den Kochsalzblindwert abgefallen ist. Man 
mu daher annehmen, da8 das C,-Fragment, das zu Acetylsulfanilamid umgesetzt 
wird, anderen Ursprungs ist. 

Da M. Soodak u. F. Lipmann (J. biol. Chemistry 175, 999 [1948]) zeigen 
konnten, daB Taubenleberextrakte, die Sulfanilamid acetylieren, in Abwesenheit 
von Sulfanilamid Acetessigsiure bilden, kann das C,-Fragment u. U. auch dem 
Fettstoffwechsel entstammen (vgl. auch F. Lynen u. Mitarbb., Angew. Chem. 
64, 687 [1952]). Das aktivierte Acetyl, das Acetat zu Acetessigsiure acetylieren 
kann, ist identisch mit der aktivierten Essigsiure, die Sulfanilamid acetyliert, 
denn die Acetylierung des Acetats ist in Anwesenheit von Sulfanilamid stark 
gehemmt. 

Ebenso hat A. L. Lehninger (J. biol. Chemistry 161, 437 [1945]; 164, 291 
[1946]; 178, 753 [1948] und a. a. 0.) gefunden, da Lebermitochondrien in Ab- 
wesenheit von Oxalacetat ebenso aus Brenztraubensiure wie aus Fettsiuren 
(Octylsiure) Acetessigsiure bilden kénnen. 
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Diskussion 


Das Stoffwechselschicksal des C,-Fragmentes 
aus dem Kohlenhydratabbau 


In unserer Versuchsanordnung fingen wir die gebildete aktivierte 
Essigsiure*! durch Sulfanilamid kiinstlich ab; daher kénnen wir iiber 
das normale Stoffwechselschicksal des aus der Sofortverwertung der 
Fructose vermehrt gebildeten Acetyls naturgemaB keine Aussage machen. 

Das C,-Fragment, das durch dehydrierende Decarboxylierung aus Brenz- 
traubensaéure entsteht, kann z. B. mit Oxalacetat unter Einwirkung von Ochoas 
,,condensing encyme“*? Citrat bilden, das sodann den Citronensaurecyclus einleitet. 

Die aktivierte Essigsaure ist infolge ihrer S-Acetylbindung selbst eine energie- 
reiche Verbindung, die bei der Hydrolyse 12000 cal. freigibt**. Als Starter des 
Citronensadurecyclus ist sie aber auch in hohem MaBe energiebildend, denn der 
glykolytische Abbau einer Hexose liefert nur vier energiereiche Phosphatbindungen 
(ATP), der oxydative Abbau iiber den Citronensaurecyclus aber 34. Es wird daher 
verstaindlich, wie wichtig die oxydative Verbrennung der aus dem Fructoseabbau 
vermehrt gebildeten aktivierten Essigsiure fiir den Energiehaushalt der Zelle ist. 


Die Bedeutung der erhéhten Brenztraubensaurebildung 
in der Leber nach Fructosegaben fiir die beschleunigende 
Wirkung der Fructose auf den Alkoholabbau 


Die von uns und verschiedentlich auch von anderer Seite** bei 
menschlichen Versuchspersonen nachgewiesene erhdhte und _be- 
schleunigte Brenztraubensiurebildung nach Fructosegaben erméglicht 
zugleich die Deutung einer der Wirkungen der Fructose, die in der 
letzten Zeit am meisten diskutiert wurde, naimlich die Beschleunigung 
des Alkoholabbaues. 

Daher soll im folgenden kurz skizziert werden, auf welche Weise 
Brenztraubensiure den Alkoholumsatz beschleunigen kann. 


Brenztraubensaéure als Wasserstoffacceptor 


Die Dehydrierung des Athylalkohols zu Acetaldehyd durch die 
Alkoholdehydrogenase ist ais langsamste Reaktion geschwindigkeits- 
bestimmend fiir den Alkoholabbau, denn die Wechselzahl der Alkohol- 


41 Es eriibrigt sich, an dieser Stelle die Schliisselstellung zu diskutieren, die 
man der aktivierten Essigsiure fiir die enzymatischen Umsetzungen und den 
Energiehaushalt der Zelle zuweist, da eine eingehende Besprechung der bekannten 
und méglichen Acetylierungs- und Transacetylierungsreaktionen an anderer Stelle 
bereits erfolgt ist. 

Vgl. F. Lynen u. E. Reichert, Liebigs Ann. Chem. 574, 1 [1951]; F. Lynen 
u. E. Reichert, Angew. Chem. 638, 47 [1951]; H. Holzer, Angew. Chem. 64, 248 
[1952]. 

42 §. Korkes, A.delCampillo, I.C.Gunsalus u. S.Ochoa, J. biol. 
Chemistry 193, 721 [1951]; S. Ochoa, I. R. Stern u. M.C. Schneider, J. biol. 
Chemistry 193, 691 [1951]; I. R. Stern, B. Shapiro, E. R. Stadtman u. 
S. Ochoa, J. biol. Chemistry 193, 703 [1951]; I. R. Stern u. S. Ochoa, J. biol. 
Chemistry 191, 161 [1951] u. a. a. O. 

43 I. R. Stern, 8S. Ochoa u. F. Lynen, J. biol. Chemistry 198, 313 [1952]. 

44K. Stuhlfauth u. R. Prosiegel, Klin. Wschr. 30, 206 [1952]; A. Plet- 
scher, H. Fahrlander u. H. Staub, Helv. physiol. Acta 9, 46 [1951]. 
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dehydrogenase betrigt nur etwa 200. Da das Verhaltnis Athylalkohol : 
Acetaldehyd etwa 60 Mol. : 1—2 Mol. betragt, kann die Reaktion (K,) 
dann in Richtung Acetaldehyd verlaufen, wenn die an die Alkohol- 
dehydrogenase dissoziabel gebundene wasserstoffiibertragende Cozymase 
(DPN) schnell reoxydiert wird und der Aldehyd weiterreagiert (Kg). 
Von dieser Reoxydation hangt die Aktivitaét der Alkoholdehydrogenase 
und somit die Geschwindigkeit des gesamten Alkoholabbaues még- 
licherweise ab‘45. 

Daher beschleunigen Substrate (und Enzyme**), die als Wasser- 
stoffacceptoren fungieren kénnen, den Alkoholabbau. 

Ein Abbauprodukt der Kohlenhydrate, das die Alkoholoxydation 
beschleunigen kann, ist die Brenztraubensaure*’-**, denn nach 
Leloir und Mufioz*® kann Brenztraubensiure Wasserstoff von der durch 
die Oxydation des Alkohols zu Acetaldehyd hydrierten Cozymase auf- 
nehmen und mittels Milchsiuredehydrogenase in Milchsiéure tibergehen: 


[ppynH+H*] 
CH,:CO-COOH ————————— CH, -CHOH-COOH 
Milchsiuredehy drogenase 

Ein Zusatz von Brenztraubensiure beschleunigte die Alkoholoxydation durch 
Lebergewebeschnitte in vitro*®; ebenso erhéhte die Zufuhr von etwa 0.5—1g 
Na-Pyruvat/kg Kérpergewicht den Alkoholumsatz um das 2—3fache, wie Wester- 
feld, Stotz und Berg*’? am Hund nachgewiesen haben. Bei gleichzeitiger Zufuhr 
von Brenztraubenséiure und Alkohol fand man einen, dem stéchiometrischen 
Umsatz entsprechenden Anstieg des Acetaldehyds und der Milchsiure auf Kosten 
der Brenztraubenséure und des A'k»hols im Blut*’. 

Jedoch konnte die beschleunigende Wirkung der Brenztraubensaure auf den 
Alkoholabbau nicht immer bestatigt werden5®. Die Diskrepanz der Ergebnisse 
ist méglicherweise dadurch verursacht, daB Westerfeld und Mitarbeiter mit 
Versuchstieren gearbeitet haben, die einen viel langsameren initialen Alkoholabbau 
aufwiesen als die von Hulpieu und anderen verwendeten Versuchstiere*. 


4 E. Negelein u. H. J. Wulff, Biochem. Z. 298, 351 [1937]; C. Lutwak- 
Mann, Biochem. J. 82, 1364 [1938]; R. K. Bonnichsen, Acta chem. scand. 
1, 715 [1950]; R. K. Bonnichsen u. H. Theorell, Acta chem. scand. 5, 1105 
[1951]; Scand. J. clin. lab. Invest. 8, 58 [1951]; Th. Biicher u. H. Redetzki, 
Klin. Wschr. 29, 615 [1952] u. a. a. O.; E. Racker, J. biol. Chemistry 184, 313 
[1950]. 

46 7, B. ist die Riboflavindiaphorase ein Wasserstoffacceptor, der den Wasser- 
stoff durch Vermittlung des Cytochrom-Cytochromoxydase-Systems schlieBlich 
mit freiem Sauerstoff oxydiert. 

47 W. W. Westerfeld, E. Stotz u. R.L. Berg, J. biol. Chemistry 144, 
657 [1942]; 149, 237 [1943]. 

48 Als Wasserstoffacceptoren sind generell «-Ketosiuren geeignet; z. B. 
konnte auch die a-Ketoglutarsiure durch reduzierte Cozymase in Gegenwart 
von Ammoniak und Glutaminsaéuredehydrogenase reduktiv iiber die Iminoséure 
zur Glutaminsiure aminiert werden. 

49 L. F. Leloir u. J. M. Mufioz, Biochem. J. 32, 299 [1938]. 

50 H. R. Hulpieu, C. V. Versa u. U. Smolenski, Quart. J. Stud. Alco- 
hol. 8, 553 [1948]; R. Gregory, P. L. Ewing, V. Duff-White u. D. Thomas 
Proc. Soc. exp. Biol. Med. 54, 206, 209 [1943]. 

51 Anscheinend besteht hier eine Analogie zu den Befunden von Widmark, 
der eine beschleunigende Wirkung des Insulins auf den Alkoholabbau nur bei 
langsamer Alkoholabbaugeschwindigkeit (kleines 8) beobachten konnte. E. Wid- 
mark, Biochem. Z. 282, 79 [1935]. 
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Der Einflu8B der Fructose auf den Alkoholabbau 


Wenn der Alkoholabbau beschleunigt werden kann, sobald eine 
zur Reoxydation der reduzierten Cozymase (DPN) ausreichende Menge 
Brenztraubensaure als intermediirer Wasserstoffacceptor zur Ver- 
fiigung steht, miiBten auch Kohlenhydrate, wie die Fructose, gleicher- 
weise den Alkoholabbau_ beschleunigen. 

Die Fructose besitzt als Zucker in diesem Falle nicht nur den 
besonderen Vorzug, daB sie die zur Oxydo-Reduktion erforderliche 
Brenztraubenséure in héherem Mafe und schneller als jede andere im 
Organismus verwertbare Hexose bildet, sondern Zucker liefern ganz 
allgemein Brenztraubensiure direkt im Erfolgsorgan®? an, die daher 
verschiedenen Einfliissen entzogen ist, denen sie im Verlauf ihres Trans- 
portes zur Leber ausgesetzt wire. 

In der Tat haben Stuhlfauth und Neumaier®® angegeben, daB jugend- 
liche, gesunde Versuchspersonen, die 1 cem/kg Gewicht 96-proz. Alkohol peroral 
erhielten, durch Zufuhr von 1/, g Fructose/kg Gewicht erniichtert werden konnten. 
Jedoch muBte die Fructose rasch, innerhalb von 5—10 Minuten, injiziert werden. 

Bei Gaben von 1 g Fructose/kg Gewicht (innerhalb von 30 Min. als Dauer- 
tropfinfusion) wurde eine Abnahme der Blutalkoholkonzentration beobachtet**. 

Eine Beschleunigung des Alkoholabbaues durch Kohlenhydrate, insbesondcre 
Fructose, haben schlieBlich in jiingster Zeit Klein®* sowie Pletscher, Bern- 
stein und Staub® beschrieben: i.v. zugefiihrte Fructose beschleunigte bei mensch- 
lichen Versuchspersonen, die mit 0,9—1 g Alkohol/kg Gewicht belastet wurden, 
wie auch bei Hunden, den Alkoholabbau durchschnittlich um 80°%, wahrend die 
Steigerung des Alkoholumsatzes nach Zufuhr von Glucose nur etwa 10% betrug, 
wobei aber der Alkohol unter der Fructosewirkung nicht vermehrt durch den Harn 
ausgeschieden wurde®, 

Die Aktivitat der Alkoholdehydrogenase ist auch weitgehend von der Konzen- 
tration an Cozymase (DPN) abhangig, die fiir die Bildung des Coenzym-Enzym- 
Komplexes zur Verfiigung steht*®. Da Theorell und Bonnichsen® die Meinung 
vertreten, daB in der Leber die Konzentration an freiem Coenzym (DPN) so niedrig 
sein kann, daB die Alkoholdehydrogenase nicht voll mit Cozymase (Co-Dehydrase I, 
DPN) gesattigt ist, miiBte jeder StoffwechselprozeB, der DPN aus anderen Enzym- 
systemen ablésen kann, auch den Alkoholumsatz beschleunigen. Eine solche 
Méglichkeit sollte doch bei einer Diskussion der Alkoholabbau-beschleunigenden 
Wirkung der Fructose nicht vergessen werden. 


SchluBfolgerungen 


Unsere Untersuchungen haben gezeigt, daB die Fructoseverwertung 
eine charakteristische, kurzdauernde Phase der Sofortdissimilation 
durchliuft. Die Ursache der vermehrten Dissimilation der Fructose 
scheint in einer Besonderheit ihrer enzymatischen Umsetzungen (vgl. 
Tab. 3) zu liegen®. 

52 Der Alkoholabbau findet fast ausschlieBlich (zu 90%) in der Leber statt (*°). 

53 K. Stuhlfauth u. H. Neumaier, Med. Klin. 46, 591 [1951]. 

54 H. Klein, Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med. 39, 704 [1949]; 40, 455 [1951]; 
Vortrag a. d. Tagung d. Dtsch. Ges. f. ger. u. soz. Medizin, Miinchen 1952. 

55 A. Pletscher, A. Bernstein u. H. Staub, Experientia [Basel] 8, 307 
[1952]; Helv. physiol. Acta 10, 74 [1952]. 

56 In Verfolg der Arbeiten von Slein und Cori, von Kjerulf Jensen 
sowie von Vestling gelang es Leuthardt und Testa, aus Rattenleber eine 
Proteinfraktion zu gewinnen (Fructokinase), die in Anwesenheit von ATP und 
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Hers, Kusaka und De Duve* sowie Leuthardt und Testa 
haben kiirzlich beschrieben, da Fructose-l-phosphat direkt (ohne 
vorherige Phosphorylierung zu Fructose-1.6-diphosphat) zu den Triose- 
phosphaten (Glycerinaldehyd und Dioxyacetonphosphat®® ®°, Tab. 3) 
abgebaut werden kann. 

Tabelle 3. 
Glykogen 
Phosphorylase | 
Glucose-1-phosphat 
t 


Phosphogluco- ie eee 
mutase 94% | 6% Glucokinase 


Glucose + ATP 
Glucose-6-phosphat 





| 
Phosphohexo- 30%, | [ox : Loberphoaphatess 
4 : 30% 70 
isomerase | ? Phospho- 
fructomutase ? 
eee eo heed 


Fructose-6-phosphat 


+> Gluccse + anorg. Phosphat 


Fructokinase Fructose 
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Mg-Ionen ausschlieBlich Fructose phosphoryliert. Das Reaktionsprodukt erwies 
sich als Fructose-1-phosphat. 

Dieses Enzym ist fiir die schnellere Einschleusung der Fructose in die Glyko- 
lyse verantwortlich. 

M. W. Slein, J. biol. Chemistry 186, 753 [1950]; G. T. Cori, S. Ochoa, 
M. W. Slein u. C. F. Cori, Biochim., biophysica Acta [Amsterdam] 7, 304 [1951]; 
K. Kjerulf Jensen, Acta physiol. Scand. 4, 249 [1942]; C.S. Vestling, A.M. 
Milroie, U. Irish u. N. H. Grant, J. biol. Chemistry 185, 789 [1950]; A. Staub 
u.(. S. Vestling, J. biol. Chemistry 191, 395 [1951]; F. Leuthardt u. E. Testa, 
Helv. physiol. Acta 8, 67 [1950]; 33, 1919 [1950]; Helv. chim. Acta 34, 931 [1951]. 

57 H. G. Hers, T. Kusaka u. de Duve, Vortrag a. d. 2. Int. Kongr. Bio- 
chemie, Paris, 21.—27. 7. 1952; vgl. Kongr. Ber., S. 291. 

58 F. Leuthardt, E. Testa u. H. P. Wolf, Tagg. d. Schweiz. Physiologen 
u. Pharmakologen, Genf, 25. Okt. 1952; Persénl. Mitteilung von Herrn Prof. 
F. Leuthardt, Ziirich. 

59 Aus energetischen Griinden ist anzunehmen, wie Hers u.a. vermutet 
haben, daB d-Glycerinaldehyd zunachst mittels einer Glycerinaldehydkinase zu 
Glycerinaldehyd-3-phosphorsiure phosphoryliert wird. 

Sowohl] Dioxyaceton, als auch Glycerinaldehyd kénnen vom Organismus 
phosphoryliert werden. Lindberg hat das phosphorylierende Enzymsystem in 
Nierenhomogenaten nachgewiesen. Phosphatdonator ist ATP. 

60 OQ, Lindberg, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 8, 349 [1951]. 

Ebenso ist eine Kondensation der d-Glycerinaldehyd-3-phosphorséure mit 
Dioxyacetonphosphat zu 1.6-Fructosediphosphat mdglich, wie dies bereits Hers 
u.a. beschrieben haben. 

Im dialysierten Muskelextrakt wird aus d-Glycerinaldehyd und Phospho- 
dioxyaceton Fructose-1-phosphat gebildet; vgl. auch O. Meyerhof u. K. Loh- 
mann, Naturwiss. 22, 220 [1934]. 

14* 
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Dieser Abbau wird aber anscheinend nicht von der Aldolase katalysiert, 
wie Hers und Kusaka*’ annehmen, weil (nach Leuthardt) hochgereinigte 
Aldolase (von Th. Biicher) Fructose-l-phosphat nicht angreift. Leuthardt 
nennt daher dieses Enzym 1-Phospho-fructaldolase®*®, das nicht mit Fructose- 
6-phosphat, Glucose-6-phosphat und Glucose-1-phosphat reagiert. 


Dieser direkte Abbaumechanismus der Fructose kénnte zwanglos 
die von uns im Vergleich mit anderen Hexosen beobachtete schnellere 
Bildung dissimilatorischer Abbauprodukte erklaren. 

Sicher wird in der Leber aber auch ein betrichtlicher Teil der 
Fructose in Glucose iibergefiihrt®!. Die Enzymreaktionen, die fiir 
diese Umwandlung in der Leber verantwortlich sind, haben Cori, 
Ochoa, Slein und Cori® aufgeklart. 

Diese Befunde sprechen nun dafiir, daB fiir die Umwandlungen 
des Fructose-1-phosphates zwei unabhaingige Fermentmechanismen, 
Leuthardts 1-Phospho-fructaldolase und Coris Mutase, verantwort- 
lich sind. Die Uberfiihrung des Fructose-1-phosphates in das Hexose- 
6-phosphat® erfolgt nur in Anwesenheit von Mg”; die Spaltung 
des Fructose-1-phosphats in die Triosen erfolgt hingegen auch in Ab- 
wesenheit von Mg’ ®. 


61 Masakazu Kasiwagi, zit. n. Ber. Ges. Physiol. 124, 441 [1941]; T. Goda, 
Biochem. Z. 294, 258 [1937]. 

6 G. fT. Cori, S. Ochoa, M. W. Slein u. C.F. Cori, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 7, 304 [1951]; vgl. °°. 

63 Der Mechanismus kénnte analog der Phosphoglucomutasereaktion sein, 
wobei, wie Leloir u. Mitarbb. nachgewiesen haben, der 1.6-Phosphorsaure-diester 
der Glucose, den Th. Posternak synthetisiert hat, als Coferment bei der Um- 
wandlung von Glucose-1-phosphat zu Glucose-6-phosphat fungiert. 

L. F. Leloir, R. E. Trucco, C. E. Cardini, A. C. Paladiniu. R. Caputto, 
Arch. Biochem. Biophysics 19, 339 [1948]; A. C. Paladini, R. Caputto, L. F. 
Leloir, R.E.Trucco u. C.E.Cardini, Arch. Biochem. Biophysics 238, 55 
[1949]; E. W. Sutherland, M.Cohn, Th. Posternak u. C.F.Cori, J. biol. 
Chemistry 180, 1285 [1949]. 

64 Diese verschiedene Mg-Aktivierbarkeit gibt vielleicht Ansatzpunkte zur 
experimentellen Unterscheidung der beiden unabhangigen Reaktionsechanismen. 

Anm. b. d. Korr.: Eine andere Auffassung hinsichtlich des Befundes, daf 
die Bildung des Hexose-6-phosphates aus Fructose-1-phosphat Mg” abhangig ist, 
vertritt neuerdings Leuthardt, da er die Existenz einer Diphosphofructose- 
1-phosphatase sichern konnte, die nur in Anwesenheit von Mg” aktiv ist 
und Fructose-1.6-diphosphat unter Bildung von Fructose-6-phosphat sehr schnell 
dephosphoryliert. 

Baut man dieses Ferment in unser Schema (Tab. 3) ein, so ergeben sich fiir 
den Ubergang von Fructose-1-phosphat in Fructose-6-phosphat auBer einer Mutase- 
reaktion noch zwei weitere Méglichkeiten: 

1. Spaltung des Fructose-l-phosphates in die Triosephosphate, Aufbau zu 
Fructose-1.6-diphosphat 56° und hierauf folgender Dephosphorylierung in 
Stellung 1 zu Fructose-6-phosphat. 

2. Da nach Cori u. Mitarbb. die Leber eine Phosphofructokinase enthalt, die 
Fructose-l1-phosphat in Anwesenheit von ATP direkt zu 1.6-Diphosphat 
phosphoryliert, kann nach Dephosphorylierung in besprochener Weise auch 
auf diesem Wege Fructose-6-phosphat entstehen. 

(Zit. nach: F. Leuthardt, E. Testa u. H. P. Wolf, Helv. chim. Acta. 36, 
227 [1953]: M. W. Slein, G.T. Coriu. C. F. Cori, J. biol. Chemistry. 186, 763 
[1950}). 
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Diese beiden Reaktionsfolgen entscheiden die Richtung, die die 
Fructose im Kohlenhydratstoffwechsel einschligt. Die Spaltung des 
Fructose-1-phosphates in die Triosephosphate bedeutet Dissimilation, 
Coris Mutasereaktion Assimilation. 

Unsere Befunde einer Sofortdissimilation der Fructose zwingen 
zu der Annahme, daB, nach Zufuhr gréBerer Mengen, die Fructose in 
der Leber zunaichst bevorzugt zu den Triosephosphaten abgebaut wird. 
Erst spaiter scheint dann eine Assimilation der Fructose zu erfolgen. 

So geben unsere Beobachtungen Anla8 zu Uberlegungen, worauf 
diese eigenartige zeitliche Verschiebung in den Aktivitaten der beiden 
unabhangigen Enzymmechanismen beruhen mag, die das Stoffwechsel- 
schicksal der Fructose bestimmen. 

Die charakteristische, kurz dauernde Phase der Sofortdissimilation 
der Fructose ist ein exergonischer Vorgang (—AF-Reaktion), der Energie 
(ATP) liefert. Infolgedessen kann Fructose auch ATP verbrauchende, 
assimilatorische, endergonische (-+- 4F-Reaktionen) férdern. Als Bei- 
spiel einer endergonischen Reaktion sei der sog. ,Mitnahmeeffekt“® 
besprochen. Ihm liegt folgende experimentelle Beobachtung zugrunde 
(vgl. Abb. 4): 
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Abb. 4. EinfluB von Glucose und Fructose auf den Blutzuckerspiegel. Pro kg 
Kaninchen Lebendgewicht 10 mg/Min. Zucker steril, intraperitoneal kérperwarm 
infundiert. Infusionsdauer 40 Minuten. 

Die Veranderungen des Blutzuckers sind in +% vom Ausgangswert angegeben. 


Wenn man, wie Abb. 4 veranschaulicht, einem Kaninchen 10 mg Fructose 
bzw. Glucose/kg Lebendgewicht / 1 Min. 40 Min. lang intraperitoneal einlaufen 
1aBt, so steigt der Blutzucker (Gesamtreduktion) nach Fructose zum Unterschied 
zu Glucose nicht an. Der Blutzucker fallt sogar ab. 

Stuhlfauth hat verschiedentlich gezeigt, da8 etwa 10 Min. nach der Infusion 
gréBerer Mengen Fructose ein Glucosesturz von betrichtlichem Umfange einsetzt®*. 
Die Glucosekonzentration nimmt beim Menschen um etwa 40 mg% ab, was bei 


6 KE. StrauB u. I. Hiller, KongreBber. d. 57. Kongr. f. Inn. Med., Wies- 
baden, 1951, S. 228; Med. Mschr. 10, 693 [1951]. 
* K.Stuhlfauth, Arztl. Forschg. 5, 414 [1951] u. a.a. 0. 
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71 stroémenden Blutes einer Glucosemenge von 2,8 g entspricht, die innerhalb 
von 2—4 Minuten aus dem zirkulierenden Blut verschwinden. Eine osmotische 
Stérung, bedingt durch Verschiebung der Blutisotonie infolge Zufuhr hyper- 
tonischer Lésungen kann ausgeschlossen werden, da ein Verdiinnungseffekt infolge 
Einstrémen von Gewsbewasser an einem Absinken der Haimoglobin-Erythrocyten- 
werte hatte sichtbar werden miissen, was sich jedoch auch bei wiederholten Kon- 
trollen nicht nachweisen lieB. 

StrauB und Hiller® haben den Glucosesturz als ,,Mitnahme- 
effekt‘ folgendermaBen erklart: 

Eine erhéhte ATP-Bildung infolge des beschleunigten Umsatzes 
der Fructose fiihrt u. A. auch zu einer héheren ATP-Sattigung der 
Glucokinase, die somit eine vermehrte Glucoseeinschleusung bewerk- 
stelligt®’. Die ATP verbrauchende, endergonische Reaktion der Phos- 
phorylierung der Glucose zu Glucose-6-phosphat erméglicht aber zu- 
gleich thermodynamisch die Glykogensynthese. Denn sowohl die 
Phosphoglucomutasereaktion, die Umlagerung von Glucose-6-phosphat 
zu Glucose-1-phosphat, wie auch der eigentliche Glykogenaufbau aus 
Glucose-1-phosphat mittels der Phosphorylase bendtigt keine weitere 
Energie mehr. 

Fir die Richtigkeit unserer Ansicht, daB die Fructosedissi- 
milation auch die Glucoseassimilation zu Glykogen ursichlich 
auslést, hat kiirzlich Klein experimentelle Beweise erbringen kénnen®, 

Klein -hat den Glykogenaufbau nach Zufuhr gréBerer Mengen Fructose 
in Abstinden von jeweils 10 Min. verfolgt und gefunden, da der Glykogenaufbau 
in der Rattenleber erst 30—40 Min. nach der Fructoseinfusion einsetzt. Erst 
60 Min. und spater enthalt die Leber dann wesentlich mehr Glykogen, als die 
der Kontrolltiere. 

Diese histologischen Untersuchungen bestiitigen, daB die Sofort- 
verwertung der Fructose, die wir durch den Nachweis der beschleunigten 
und erhéhten Bildung eines energiereichen und — als Starter des 
Citronensdurecyclus — auch energiebildenden Abbauproduktes — der 
aktivierten Essigsiure (und ihres Vorliufers, der Brenztraubensaéure) — 
beweisen konnten, alle Erscheinungen, die die Besonderheit der Fructose 
im Stoffwechsel kennzeichnen, z. B. auch den Glykogenaufbau, ursich- 
lich auslost. 


Beschreibung der Versuche 
Darstellung von Sulfanilamid und Acetylsulfanilamid 


Sulfanilamid fiir unsere Versuche haben wir aus p-Acetanilid in beschriebener 
Weise dargestellt®. 

Im Versuch standen ausgesuchte Rattenbicke eines Reinzuchtstammes 
gleichen Alters und etwa gleichen Gewichtes (250—300 g). Die Ernahrung war 


6? K. Wallenfels hingegen nimmt an, daB die Zufuhr gréBerer Mengen 
Fructose in der Leber einen Stop der Glykogenolyse hervorrufen kénnte, weil 
durch die schnellere Phosphorylierung der Fructose das verfiigbare anorganische 
Phosphat der Leber verbraucht wird, so daB es nicht in geniigender Menge fiir die 
phosphorylytische Spaltung des Glykogens zur Verfiigung steht. 

K. Wallenfels, Arztl. Forschg. 5, 430 [1951]. 

88 Priv.-Doz. H. Klein, Heidelberg, Persénl. Mitteilung. 

6° Organic Synthesis, Verlag F. Vieweg & Sohn, Braunschweig, S. 8 (1937); 
P.Gelmo, J. prakt. Chem. (2) 77, 371, 372 [1908]. 
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sorgfaltig ausgewahlt, reich an Pantothensiure’® und gleichartig. 6 Stdn. vor 
Versuchsbeginn wurde das Futter entzogen. Die gewogenen Tiere erhielten eine 
Lisung von 2 g des zu untersuchenden Zuckers und 180 mg Sulfanilamid pro 300 g 
Gewicht in 10 ml aqua bidest. steril kérperwarm, intraperitoneal infundiert und 
wurden in verschiedenen Zeitabstéinden nach der Infusion getétet. Das freie 
Sulfanilamid und das Gesamtsulfanilamid nach Verseifen in l-n. HCl und Kochen 
unter RiickfluB wurden in der Leber und im Blut nach Bratton u. Marshall jr.” 
kolorimetrisch bestimmt und auf 1g Leber-Feuchtgewicht umgerechnet. Das 
Acetylsulfanilamid errechnet sich aus der Differenz: Gesamtsulfanilamid — freies 
Sulfanilamid. 


Infusionslésungen (zu 1. alle 40-proz.): 


1. a) d(—)-Fructose (Fructopyranose) (Deutsche Lavosangesellschaft, 
C. F. Boehringer & Séhne G.m.b.H., Mannheim) 
b) d(+)-Glucose (DAB 6, Merck) 
c) d(+)-Galactose puriss. (Merck) 
d) 1(—)-Sorbose pur. (Merck) 
e) d(+)-Mannose (Merck) 
2. eine bei 45°C gesattigte Sulfanilamidlésung (180 mg/ml). 


Bestimmung von freiem Sulfanilamid und Gesamtsulfanilamid 
nach Verseifung 

Prinzip der Methode 

Die Methode beruht auf der Diazotierung des Sulfanilamids und Kupplung 
mit N-Naphthyl-(1)-athylendiamin zu einem roten Farbstoff. 

Der gebildete Farbstoff besitzt ein Absorptionsmaximum bei 5500 A. Nach 
5 Min. ist die Farbintensitat am gréBten und bleibt iiber mehrere Stunden konstant. 
Kolorimetrische Bestimmung 

Die Auswertung erfolgte mit einem ,,Lichtelektrischen Spektralphotometer 
nach Kortiim“. Als Filter wurde ein Schott-Filter BG 23/GG 8 eingesetzt. 


Lésungen fiir die Bestimmung des freien und Gesamtsulfanilamids 


(1) 30-proz. Trichloressigsiurelésung 

(2) 5-n. HCl 

(3) 10-n. HCl 

(4) 0,1l-proz. wiBrige NaNO,-Lésung 

(5) 0,5-proz. waBrige NH,-Sulfamatlésung (Ammoniumsalz der Amidosulfon- 
siure zur Zerstérung des iiberschiissigen NaNO,); (NH,SO,)NH, 

(6) 0,1-proz. N-Naphthyl-(1)-athylendiamin-HCl-Losung (in dunkler Flasche 
aufbewahren!) 

(7) 15-proz. Kaliumoxalatlésung (zur Verhinderung der Blutgerinnung). 


Durehfiihrung 


Bestimmung des freien Sulfanilamids in der Leber 

Das Versuchstier wurde mit einem Scherenschlag decapitiert, die Leber 
sofort entfernt, mit Wasser griindlich gespiilt, auf Filterpapier getrocknet und 
gewogen. AnschlieBend wurde die Leber mit der vierfachen Menge eiskaltem 
aqua dest. versetzt und 5 Min. im Starmix homogenisiert. Zu 20 ml des Homo- 
genates wurden 20 ml Trichloressigsiure (1) gegeben; das Gemisch wurde dann 
10 Min. bei 3000—3500 U zentrifugiert. 

70 Da CoA phosphorylierte Pantothensadure enthalt, ist die Acetylierung des 
Sulfanilamids von einer ausreichenden Pantothensaure-Zufuhr abhangig; vgl. 
ese 


71 A.C. Bratton u. E. K. Marshall jr., J. biol. Chemistry 128, 537 [1939]. 
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Das Zentrifugat wurde dekantiert und filtriert. Vom Filtrat entnimmt man Pri 
zur Analyse 2 xX je 5 ml. 

Die eine Probe wurde direkt nach Bratton und Marshall umgesetzt, die Zug 
andere Probe wurde zur Leerwertbestimmung nicht diazotiert. In diesem Falle sur 
wurden NaNO, und Sulfamat durch entspr. Mengen aqua dest. ersetzt. Alle dun; 
anderen Komponenten des Reaktionsgemisches (auch N-Naphthyl-(1)-athylen- cher 
diamin-Hydrochlorid sowie die 5-n. HCl) wurden in entsprechend gleicher Kon- nacl 
zentration zugesetzt. schn 
Methode nach Bratton und Marshall” Kol 

5 ml des Filtrates wurden unter Schiitteln mit 1 ml 5-n. HCl (2) und 2,5 ml 
NaNO,-Lésung (4) versetzt. Nach 3 Min. gab man 2,5 ml Sulfamatlésung (5) nacl 
hinzu und lieB das Gemisch erneut 2 Min. stehen. Nach Zugabe von 2,5 ml 
N-Naphthyl-(1)-athylendiamin-HCl-Lésung (6) erhielt man eine dunkelrote Farb- Du 
lésung, die nach 5 Min. gemessen werden konnte. 

Die nach Zugabe von Sulfamat entstandenen Stickstoffblaschen stérten die mit 
kolorimetrische Auswertung. Durch gelindes Erwirmen der Lésung auf dem Leb 
Wasserbad bis maximal 50°C und Schiitteln lieB sich der Stickstoff austreiben, mit 
ohne daB sich nach Abkiihlen die Extinktion anderte. m6: 
Bestimmung des Gesamtsulfanilamids in der-Leber 

15 ml des Trichloressigséure-Filtrates wurden mit 1,5 ml 10-n. HCl (3) ver- }}/, 
setzt und im Schliffkélbchen 1 Stde. unter RiickfluB gekocht. Nach dem Ab- Zen 
kihlen tibertrug man je 5,5 ml der verseiften Lésung in 2 Kélbchen und verdiinnte 
mit 0,5 ml aqua dest. Die Bestimmung erfolgte, wie oben beschrieben. losu 
Bestimmung des freien Sulfanilamids im Blut ee 

Von dem bei der Decapitation ausstrémenden Blut fing man etwa 2 ml wal 
in einem 10-ml-MeBzylinder auf, der 2,0 ml Kaliumoxalatlésung (7) enthielt und Sod 
mischte sofort gut durch. Nach genauer Abmessung der gesamten Flissigkeits- wul 
menge im MeBzylinder wurde diese in ein Zentrifugenglas gegeben. Man spiilte den wul 
MeBzylinder sodann zweimal mit jeweils einer dem halben Volumen Blut ent- Die 
sprechenden Menge Trichloressigsiure (1) griindlich nach, mischte durch und (Ze’ 
zentrifugierte scharf ab. Die iiberstehende Lisung wurde abdekantiert. 2 ml gen 


dieser Lésung wurden mit aqua dest. auf 10 ml aufgefiillt und in entsprechender 
Weise nach Bratton und Marshall kolorimetriert. 


Bestimmung des Gesamtsulfanilamids im Blut 


2 ml der nach dem Zentrifugieren iiberstehenden Lésung wurden mit aqua dest. Ab 
auf 20 ml aufgefiillt, mit 2 ml 10-n. HCl (3) versetzt und im Schliffkolben unter 


RiickfluB 1 Stde. gekocht. 5,5 ml der verseiften Lésung wurden sodann, wie oben Al 
beschrieben, kolorimetrisch bestimmt. d(- 
Bestimmung der Brenztraubensaure in der Leber Ac 
Die Brenztraubensiure wurde in der Leber nach der von Markees und der 
Meyer” modifizierten Methode von Friedemann und Haugen” bestimmt. Mc 
Lésungen fiir die BTS-Bestimmung lés 
(1) 10-proz. Trichloressigsiure ste 

(2) 0,1-proz. 2.4-Dinitrophenylhydrazinlésung, gelést in 2-n. HCl 
(3) Toluol p. A. (Merck) 
(4) 10-proz. Sodalésung = 
(5) 2-n. NaOH ho 
ke ve 
73 §.Markees u. F.W. Meyer, Experientia [Basel] 4, 31, 195 [1948]; Fr 


S. Markees, Helv. chim. Acta 17, 537 [1950]. ne 
7% T. E. Friedemann u. C. E. Haugen, J. biol. Chemistry 147, 415 [1943]. 
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Prinzip der Methode 

Unter den Versuchsbedingungen (Erhitzen auf kochendem Wasserbad vor 
Zugabe des 2.4-Dinitrophenylhydrazins) sollen mit Ausnahme der Brenztrauben- 
siure (BTS) alle anderen im Homogenat befindlichen Aldehyd- und Ketoverbin- 
dungen zerstért werden. Die BTS wird mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin zum entspre- 
chenden Hydrazon umgesetzt. Die im Alkalischen auftretende Rotfarbung muB8 
nach einer bestimmten Zeit (5 Min.) gemessen werden, da die Farbintensitat 
schnell abnimmt. 


Kolorimetrische [Bestimmung 
Die Auswertung erfolgte mit einem ,,Lichtelektrischen Spektralphotometer 
nach Kortiim“. Als Filter wurde ein Schott-Filter BG 23/GG 8 eingesetzt. 


Durchfiihrung 

Sofort nach Decapitation des Tieres wurde die Leber entnommen, schnell 
mit Wasser abgespiilt und auf Filterpapier getrocknet. Dann wurden etwa 2g 
Leber auf der Torsionswaage abgewogen, in einem Pyrex-Homogenisatorglas 
mit 5 ml eiskalter Trichloressigsiure (1) versetzt und sodann unter Eiskihlung 
méglichst schnell mittels eines Potter-Homogenisators homogenisiert. Das 
Homogenat wurde in ein Zentrifugenglas gegeben.. Der Homogenisator wurde 
mit 5 ml eisgekiihlter Trichloressigsaure (1) griindlich abgespiilt. Man zentrifugierte 
1/, Min. bei 3000—3500 U ab, dekantierte in ein Reagensglas und erhitzte das 
Zentrifugat auf dem kochenden Wasserbad 5 Min. lang. 

Nach dem Abkihlen wurden 3 ml mit 1 ml einer 2.4-Dinitrophenylhydrazin- 
lésung (2) in einem 50 ml Schiitteltrichter versetzt und 5 Min. stehengelassen 
(Zeit genau einhalten!). Sodann gab man 3 ml Toluol (3) hinzu, schiittelte 1 Min. 
kraftig durch und lieB die Emulsion bis zur Trennung der Phasen stehen. Die 
waBrige Phase wurde verworfen und der Toluolextrakt nach Zugabe von 6 ml 
Sodalésung (4) nochmals 30 Sek. kraftig geschiittelt. Nach Trennung der Phasen 
wurde nunmehr der waBGrige Anteil in ein Reagensglas filtriert. 3 ml des Filtrates 
wurden sodann mit 3 ml Sodalésung (4) in einem Erlenmeyerkélbchen verdiinnt. 
Dieser Lésung setzte man unmittelbar vor der kolorimetrischen Auswertung 
(Zeit 0) 5 ml 2-n. NaOH (5) zu, wodurch augenblicklich Rotfairbung eintrat. Nach 
genau 5 Min. wurde photometriert. 


Zusammenfassung 


1. Es werden Untersuchungen iiber den Umfang und den zeitlichen 
Ablauf der Bildung von aktivierter Essigsiure und Brenztraubensiure 
in der Leber der Ratte nach Zufuhr von d(—)-Fructose”, d(-+-)-Glucose, 
d(+-)-Galactose, l(—)-Sorbose und d(-++-)-Mannose beschrieben. 

2. Aktivierte Essigsiure (Acetyl-CoA) wurde indirekt durch 
Acetylierung von Sulfanilamid bestimmt. Die Acetylierungskapazitat 
der Ratte, ohne exogene Zuckerzufuhr, die man bei Infusion gleicher 
Mengen Sulfanilamid in einer der Zuckermenge isotonen Kochsalz- 
lésung beobachtet, diente als Vergleichsgr6Be des jeweils vorliegenden 
stationéren Zustandes vor der Belastung mit Zuckern. 

3. Leber von Ratten, die 2g Fructose / 300g Lebendgewicht 
erhalten haben, bilden bereits 10 Min. nach der Infusion in signifikant 
héherem Umfange, als nach Zufuhr jeder anderen, im Organismus 
verwertbaren Hexose, aktivierte Essigsiure (Sofortdissimilation der 
Fructose). 


4 d(—)-Fructopyranose. 
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4. Die anderen von uns untersuchten Zucker (Glucose, Galactose, 
‘Sorbose, Mannose) beeinflussen die Sulfanilamidacetylierung nicht 
signifikant. Im folgenden wurde daher nurmehr die Glucose zum 
Vergleich herangezogen. 

5. Im Blut laBt sich weder ein statistisch gesicherter Einflu8 von 
Fructose, noch anderer Hexosen, auf die Bildung aktivierter Essigsiure 
feststellen. 

6. Entsprechend der Mehrbildung von Acetylsulfanilamid ist auch 
die von Brenztraubenséure bereits 10 Min. nach Zufuhr von Fructose 
signifikant hdher, als nach Glucose (Sofortdissimilation der Fructose). 
Zugleich erreicht sie zu diesem Zeitpunkt (10 Min.) bereits ihr Maxi- 
mum. Hingegen stellt sich das Maximum der Brenztraubensiure-Mehr- 
bildung nach Glucose erst nach 30 Min. ein. Auch dann ist dieser Wert 
nur 3/, des Maximums nach Fructose. 


7. Das Molverhaltnis: Mehrgebildete Brenztraubensiure : mehr- 
gebildetem Acetyl ist unter den beschriebenen Versuchsbedingungen 
in der Leber 10 Min. nach Infusion von Fructose 1,45:1. Hieraus 
wird geschlossen, daB zu diesem Zeitpunkt die nach Fructosezufuhr in 
der Rattenleber mehrgebildete Brenztraubensiure fast restlos in akti- 
vierte Essigsiure iibergeht. Hingegen entstammt die nach 3 Stdn. 
mehrgebildete aktivierte Essigsiure nach Zufuhr von Fructose resp. 
Glucose nicht mehr der Brenztraubensiure, die beide Zucker liefern, 
sondern anderen Quellen (Fett ?). 

8. Der Befund einer erhéhten Brenztraubensiurebildung nach 
Zufuhr von Fructose wird zur Erkliirung der Beschleunigung des Alkohol- 
abbaus, die nach Fructosegaben beschrieben wurde, herangezogen. 

9. Die Griinde, die fiir den beschleunigten und héheren dissi- 
milatorischen Umsatz der Fructose verantwortlich sind, werden ebenso 
wie die Konsequenzen, die sich aus dieser Tatsache ergeben, besprochen. 
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Die Bestimmung kleinster Arsenmengen in biologischem Material 
Von 
Kurt Linhardt und Inge Lauterbach 


Aus dem Chemischen Institut des Stadtischen Krankenhauses Niirnberg 
(Vorstand: (berchemierat Dr. K. Linhardt) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1953) 


Die Bestimmung kleinster Arsenmengen in biologischem Material 
stéBt deshalb auf groBe Schwierigkeiten, weil das Arsen in fast allen 
Reagenzien in gréBerer oder kleinerer Menge vorhanden ist. Grund- 
bedingung einer zuverliassigen Bestimmungsmethode ist daher, daB die 
Bestimmung mit geringsten Ausgangsmaterialmengen und somit unter 
Verwendung von méglichst wenig Reagenzien ausgefiihrt werden kann. 
Es war das Verdienst von Seifert!, daB er in seiner Testfleckenmethode 
einen gangbaren Weg fir eine einfache quantitative Mikro-Arsen- 
bestimmung aufwies, die es ermoéglicht, Reihenbestimmungen durch- 
zufiihren. Die Methode, deren Ausfiihrung der eine von uns im Prinzip 
im Jahre 1950 im Institut fiir gerichtliche Medizin in Heidelberg kennen- 
lernte, fiihrte bei unseren eigenen Untersuchungen zu noch empfind- 
licheren Resultaten, als sie von Seifert selbst gefunden worden waren, 
ohne daB uns zuniachst klar wurde, wo der Unterschied in der Arbeits- 
weise zu suchen sei. Deshalb unterwarfen wir die Methode einer kriti- 
schen Betrachtung. 

Prinzip der Methode: Die vollkommen mineralisierte Substanz 
wird mit Zink, Schwefelsiure und wenig CuSO, zusammengegeben 
und der dabei entstehende Arsenwasserstoff durch ein mit Silbernitrat- 
lésung getrinktes Filterblittchen durchgesaugt, welches zwischen zwei 
Glasflanschen eingespannt ist. Dabei reduziert der Arsenwasserstoff 
das Silbernitrat zu metallischem Silber, welches zunichst als brauner 
und nach Behandlung mit Fixiersalz und Wasser als schwarzer Fleck 
sichtbar wird. Durch Anlegen einer Eichskala, die mit Lésungen be- 
kannten As-Gehaltes hergestellt wurde, kann der Arsengehalt der zu 
untersuchenden Substanz getestet werden. 


Folgende methodische Einzelheiten wurden tberpriift: 

. Die Apparaturanordnung, 

. die Mineralisierung des Analysenmaterials, 

. die Entwicklung des Arsenwasserstoffes, 

. die Sichtbarmachung des Arsenwasserstoffes als Silberflecken, 
. die Herstellung der Testlésung, 

. der Nachweis der Spezifitit der Reaktion. 


ort, WD 








1 Pp. Seifert u. R. BroBmer, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 214, 121—123 [1952]. 
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Zul. Die Apparaturanordnung 


Die Apparatur nach Seifert besteht aus dem ReaktionsgefaB, der CdS0,- 
Waschflasche zum Zuriickhalten von Schwefelwasserstoff, den Flanschen mit dem 
Testpapier und der Saugvorrichtung, die dafiir sorgt, daB der Arsenwasserstoff dag 
Testpapier passieren mu8. An Hand von zahlreichen Versuchen stellten wir fest, 
da8 nur mit einer Glasschliffapparatur der gesamte Arsenwasserstoff bis zu 5, 
Arsen innerhalb von 20 Min. aus der Apparatur entfernt wird, so daB der darauf. 
folgende Leerversuch stets negativ ausfallt. Fiir héhere Arsenwerte fiihrten wir 
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Abb. 1. Anordnung der Apparatur zur Arsenbestimmung. 


die Versuche nicht durch, da Silberflecken, die mehr als 4 y Arsen entsprechen 
bei unserer Arbeitsweise nicht mehr sicher getestet werden kénnen. 


Die Flanschen miissen folgende Bedingungen erfiillen: 

1. Die Auflagefliche muB méglichst groB und vollkommen plangeschliffen sein, 
so da8 kein Gas seitlich entweichen kann. 

2. Der Rand der Bohrung muB scharfkantig sein, so daB die Testflecken scharf- 
gezeichnete Rander erhalten. 


3. Bei Verwendung von mehreren Flanschen miissen simtliche Flanschenpaare 
das gleiche Lumen besitzen, damit die einmal aufgestellte Eichkurve fiir alle 
Flanschen verwendbar ist. 


4. Das Flanschenmaterial mu8 gegen Arsenwasserstoff unbedingt bestandig sein. 


Die Erfillung der Bedingungen 1—3 stellt an den Glasbliser groBe An- 
forderungen. Die Firma Desaga Heidelberg liefert sehr gutes Material. Um uns 
von Glas unabhaingig zu machen und um die oben angefiihrten Bedingungen 
leichter erfiillen zu kénnen, lieBen wir urs Flanschen aus V2A-Stahl herstellen. 
Trotz anfanglich guter Erfahrungen muBten wir diese Versuche nach kurzer Zeit 
wieder aufgeben und zu Glasflanschen zuriickkehren, da sich an der Innenwandung 
des zuleitenden Flanschenrohres ein dunkler Belag bildete. Beim Arbeiten mit 
bekannten Arsenmengen erhielten wir vollkommen ungleichmafige, zu niedrige 
Testwerte. Es kam sogar vor, daS wir beim Vorlegen von 1 » Arsen einen Leer- 
wert fanden. Ahnliche Beobachtungen machten wir, als wir uns ein Flanschenpaar 
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aus Plexiglas herstellen lieBen. Die 4. Bedingung wird somit von diesen Materialien 
nicht erfiillt. 

Die Art des Durchstrémens des Arsenwasserstoffes ist von groBer Wichtig- 
keit fiir die Qualitat des Testfleckens. Dieser ist nur dann einwandfrei auswertbar, 
wenn das Silber gleichmaBig iiber die ganze Flache verteilt ist. Dies wird erreicht, 
wenn der Sog innerhalb der Apparatur vollkommen stetig und nicht starker als 
unbedingt notwendig ist. Ist der Sog zu stark, dann bilden sich ungleichmaBig 
gefleckte Testflecken. Seifert arbeitet mit einer Mariotteschen Flasche. Damit 
wird die Luft aus dem Arbeitsraum durch die Apparatur durchgesaugt. Die Bildung 
von Cadmiumsulfid in der Gaswaschflasche lat sich so im Laboratorium kaum 
vermeiden. Man kann die Luft vor dem Eintritt in die Apparatur zwar waschen, 
doch wird dadurch wieder der Widerstand in der Apparatur erhéht, was beim 
Arbeiten mit der Mariotteschen Flasche eine Rolle spielt. Versuche mit ge- 
schlossener Apparatur und Wasserstrahlpumpe befriedigen nur solange, als der 
Druck der Wasserstrahlpumpe gleich bleibt. Als zuverlassigste Methode bewahrte 
sich bei unseren Arbeiten eine Stickstoff-Flasche mit Reduzierventil, d.h. wir 
arbeiteten mit Druck an Stelle von Sog. Der Stickstoff passiert zuniachst eine 
Gaswaschflasche von 100 ccm Inhalt, die gerade so viel Wasser enthalt, daB die 
Gasblasen gut gezihlt werden kénnen. Es empfiehlt sich, die Gaswaschflasche 
nicht zu klein zu wahlen, um dadurch ein Gaspolster zu schaffen, was beim voriiber- 
gehenden Unterbrechen der Gaszuleitung von Vorteil ist. Der Stickstoffstrom 
wird so eingestellt, da8 nur ein ganz langsamer stetiger Gasstrom die Apparatur 
passiert (1 Gasblase je Sek.). Die von uns verwendete Versuchsanordnung geht 
aus Abb. 1 hervor. 


Zu 2. Die Mineralisierung des Analysenmaterials 

Die vollkommene Mineralisierung der Substanz ist Grundbedingung fiir ein- 
wandfreie Resultate. Versuche mit arsenhaltiger Knochenasche haben gezeigt, 
dafB das tertiare Calciumarsenat keineswegs durch verdiinnte H,SO, auf- 
geschlossen wird. Ferner ist es angebracht, da8 das Untersuchungsmaterial schon 
bei der Veraschung von H,S und Sulfiden vollkommen befreit wird, so daB die 
bei der Testfleckenmethode vorgelegte CdSO,-Lésung lediglich noch als Indicator 
fiir vorschriftsmaBige Veraschung in Frage kommt. Wir selbst verwerfen jede 
Analyse, bei der eine Verfarbung oder Triibung der CdSO,-Lésung eintritt, um 
dadurch sicher zu gehen, da ein sich bildender Fleck nur von Arsen herriihren 
kann. 

Mineralisierung: Eine sehr geringe Menge der zu untersuchenden Substanz 
wird in einem griindlichst gereinigten 50-ccm-Kjeldahlkolben mit 1 ccm konz. 
H,SO, p.a. fiir forensische Zwecke und 0,5 ccm (rauch.) HNO, p.a. versetzt 
und bis zum Auftreten von weiBen Dampfen erhitzt. Nach dem Abkiihlen gibt man 
lccm Perhydrol p. a. zu und erhitzt wieder bis zum Auftreten weiBer Schwefel- 
siuredimpfe. Diese Prozedur wird so oft wiederholt, bis die Lésung wasserklar ist. 
Nunmehr versetzt man den Kolben mit etwa 15 ccm aqua dest., fiigt eine Messer- 
spitze Harnstoff zu und dampft die schwefelsaure Lésung erneut bis zum Auf- 
treten von weiBen Schwefelsiuredimpfen ein. Zu dem erkalteten Konzentrat 
gibt man 7 ccm aqua dest. und spiilt die Innenwandung des Kolbens durch Um- 
schwenken des Inhaltes sauber. Der Kolbeninhalt wird quantitativ in den iiber dem 
Reaktionskolben sitzenden Tropftrichter mit etwa 5 ccm einer im Verhaltnis 1+ 7 
verdiinnten H,SO, (etwa 22 Vol%) gespiilt und mit 0,5 cem 5-proz. CuSO,-Lésung 
versetzt. In analoger Weise ohne Zugabe des Untersuchungsmaterials wird die 
Lésung fiir den Reagenzienleerwert hergestellt. 


Zu 3. Die Entwicklung des Arsenwasserstoffes 
Diesem ProzeB ist besondere Aufmerksamkeit zu widmen. Erstens ist dafiir 
Sorge zu tragen, daB das Zink weitestgehend arsenfrei ist, zweitens muB die Wasser- 
stoffentwicklung kraftig genug sein, um das vorhandene Arsen in méglichst kurzer 
Zeit restlos in Arsenwasserstoff zu verwandeln. Die am meisten geeignete Form 
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fiir das Zink ware wegen der groBen Oberfliche das Zincum raspatum. Wir er- 
hielten aber nur einmal Material dieser Art, welches dem von uns geforderten 
Reinheitsgrad entsprach. Die Firma Merck gibt sowohl fiir Zincum raspatum 
als auch fiir Zincum granulatum p.a. fiir forensische Zwecke einen Arsengehalt 
an, der unter 0,000015% liegt. Diese Angabe stimmt auch, jedoch liegt der Arsen- 
gehalt fiir das von uns verarbeitete Zincum granulatum in Wirklichkeit noch be- 
deutend niedriger. Wir entschlossen uns daher, fiir unsere Untersuchungen aus- 
schlieBlich dieses Material zu verwenden. Beim Arbeiten mit Zincum granulatum 
stellte sich die Schwierigkeit heraus, daB die Wasserstoffentwicklung bedeutend 
trager war als bei Zincum raspatum. Dies hat seine Ursache in der verringerten 
Oberflache und der dadurch schwacheren Erwirmung der Reaktionsfliissigkeit, 
Bei Nichtbeachtung diezer Tatsache kénnen sich bei Einhaltung einer bestimmten 
Reaktionszeit, die sich beim Arbeiten mit Zincum raspatum als stets ausreichend 
ergeben hatte, zu niedere und ung'eichmaBige Resultate ergeben. Wir gingen 
daher dazu iiber, das Reaktionsgefa8 in ein Becherglas zu tauchen, das mit Wasser 
von 45—60° gefiillt ist. AuBerdem geben wir nach 10 Min. Laufzeit in das Reaktions- 
gefaB noch einmal 2ccm verdiinnte Schwefelsiure. Diese Manipulation geht 
gerade beim Arbeiten mit der Stickstoffbombe vollkommen stérungslos vor sich, 
Was die Zinkmenge betrifft, so verwenden wir 10 Granula. Diese Menge reicht aus, 
um eine sehr kraftige Wasserstoffentwicklung zu erzeugen. Auf diese kommt es 
an, wenn man wirklich das vorhandene Arsen restlos reduzieren will, vor allem, 
wenn es, wie es hier stets der Fall ist, in der fiinfwertigen Form vorliegt. Bei An- 
wendung von 10 Granula erhalten wir bei unserem Zinkmaterial und einer Versuchs- 
dauer von 20 Min. Leerwerte von etwa 0,02 y. Unter diesen Arbeitsbedingungen 
ist die Reaktion in 20 Min. bei den von uns angewandten Arsenmengen stets 
quantitativ beendet. 
Zu 4. Die Sichtbarmachung des Arsenwasserstoffes 


Fir die restlose Umsetzung des Arsenwasserstoffes und fiir eine kraftige 
Entwicklung des Silberfleckens ist das richtige Auftragen der Silbernitratlésung 
auf das Filtrierpapier sowie die richtige Wahl des Papiers von Wichtigkeit. Das 
Tranken des Papiers mit der AgNO,-Lésung fiihren wir in der Art durch, daB wir 
das Filtrierpapier in die Lésung kurze Zeit hineinlegen, bis es sich vollgesaugt hat. 
Darauf tupfen wir die tiberschiissige Lésung zwischen zwei Filterpapieren ab und 
bringen das so vorbehandelte Papier zwischen die Flanschen. Es stellte sich bald 
heraus, daB die verwendete Filtrierpapiersorte fiir die Intensitat des Silberfleckens 
von ausschlaggebender Wichtigkeit ist. Von den von uns gepriiften Papiersorten 
war das von der Firma Schleicher & Schiill bezogene Papier Nr. 589/3 das beste. 
Diese Papiersorte gibt einen sehr intensiven Fleck und la8t innerhalb der normaler- 
weise verwendeten Arsenmengen auch kein Arsen durch. Bei der Verwendung 
von geharteten Filtrierpapieren ist darauf zu achten, daB das Papier vollkommen 
gleichmaBig mit der AgNO,-Lésung durchtrankt wird, da sonst die Intensitat der 
Flecken geringer werden kann. Dies erreicht man am besten dadurch, da8 man 
das Tranken im Vakuumexsiccator vornimmt. Im Interesse der Haltbarkeit der 
Flecken mu8 man nach Beendigung der Reaktion dem Auswaschen des Papiers 
mit Fixiersalz und Wasser bei gehartetem Papier besondere Aufmerksamkeit 
widmen. Zum Beseitigen der AgNO,-Liésung bewahrte sich am besten eine saure 
Fixiersalzlésung mit Harter, wie sie fiir photographische Zwecke gebrauchlich ist. 

Fir die Erzeugung intensiv gefarbter Flecken ist auch die Konzentration 
der AgNO,-Lésung von Wichtigkeit. Unsere Versuche zeigten, daB erst mit einer 
3-proz. AgNO,-Lésung die intensivste Farbung des Silberfleckens gewahrleistet ist. 
Eine weitere Erhéhung der AgNO,-Konzentration ist ohne EinfluB. 

Das Auftragen der Silberlésung fiihrt Seifert so durch, daB er lediglich 
1 Tropfen einer 1-proz. AgNO,-Lésung aufs Papier bringt und diesen sich auf dem 
Papier gleichmaBig verteilen laB8t. Die so aufgetragene Menge Silbernitratlésung 
ist natiirlich viel kleiner, als dies bei der von uns angewandten Arbeitsweise der 
Fall ist. Infolgedessen kommt Seifert auch mit der Mariotteschen Flasche aus, 
um das Wasserstoff-Arsenwasserstoffgemisch durch das Filter durchzusaugen. 
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Bei der Verwendung einer Stickstoffbombe sind wir in der Lage, auch gegen einen 
hohen Filterwiderstand eine stets gleichmaBige Strémungsgeschwindigkeit ein- 
zustellen und iiber simtliche Versuche konstant zu halten. 

Zu 5. Herstellung der Testlésung 


Da bei dem von uns verwendeten Verfahren in der Hauptsache Werte unter 
oder um 1y Arsen getestet werden, mu8 auf die Einstellung der Testlésung 
besondere Aufmerksamkeit verwendet werden. Bei den geringen Arsenwerten 
wirken sich ungenaue Verdiinnungen sehr stark aus. Wir gehen so vor, daB wir 
1,34 g As,O, p.a. nach der normalen Vorschrift auf 11 lésen. Davon verdiinnen 
wir 100 cem auf 1/ und verfahren mit dieser Verdiinnung noch einmal in gleicher 
Weise. Von dieser so erhaltenen Lésung verdiinnen wir 100 ccm auf 21. 2 ccm 
dieser Endverdiinnung enthalten 1 y Arsen, wenn die verwendete arsenige Saure 
wirklich 100-prozentig aus As,O, besteht. Es ist daher notwendig, daB man sich 
hiervon durch eine sofortige Titration der Stammlésung iiberzeugt. Bei der vor- 
stehend beschriebenen Arbeitsweise erhalten wir stets gut reproduzierbare Test- 
werte. Gingen wir dagegen nicht schrittweise bei der Verdiinnung vor, so hatten 
wir hohe Arsenverluste in der Endlésung. 

Zu 6. Nachweis der Spezifitat der Reaktion 

Was nun die Spezifitat der Methode betrifft, so ist lediglich die Frage zu 
klaren, ob Antimon auszuschlieBen ist*. In biologischem Material und bei akuten 
Intoxikationen diirfte die Gegenwart von Antimon praktisch nicht vorkommen. 
Dahingegen ist die Gegenwart von Antimon bei Personen méglich, die berufsmaBig 
lange Zeit mit diesem Element in Beriihrung kommen. Bei entsprechend umfang- 
reichem Untersuchungsmaterial kann man in diesem Falle eine Differenzierung 
vornehmen, indem man an Stelle von Silbernitratlésung eine gesattigte alkoholische 
Lésung von Quecksilberdibromid verwendet. Benetzt man den dabei erhaltenen 
gelben bis braunen Flecken mit Salzsiure, so behalten Arsenflecken ihre Farbe 
bei, waihrend Antimonflecken grau werden. Es mu8 aber darauf hingewiesen 
werden, daB das Quecksilberdibromidpapier bedeutend weniger empfindlich ist, 
so da8 von gréBeren Mengen Material ausgegangen werden muB. 

Eine weitere Méglichkeit der Trennung besteht nach Stschigol und 
Doubinski? darin, daB man die Wasserstoffentwicklung im alkalischen Milieu 
mit Aluminium oder mit Devarda-Legierung und Natronlauge durchfiihrt. In 
diesem Falle wird nur Arsenwasserstoff gebildet, der mit der Silbernitratlésung 
reagiert, wahrend Antimon nicht reduziert wird. Leider war es uns nicht méglich, 
ausreichend arsenfreies Aluminium resp. Devarda-Legierung zu erhalten. Die 
Methode kommt daher nur dann in Frage, wenn es sich um geniigend grofe Arsen- 
resp. Antimonmengen handelt, die es gestatten, einen deutlichen Intensitats- 
unterschied zwischen Voll- und Leerversuch zu konstatieren. In diesem Falle 
miiRte man so vorgehen, da8 man zunachst in saurem Milieu arbeitet. Fallt die 
Probe stark positiv aus, so wiederholt man die Probe in alkalischem Milieu. Fallt 
sie auch hierbei positiv aus, so liegt Arsen vor. Der negative Ausfall ware fiir 
Antimon beweisend. 

Stehen geniigend groBe Materialmengen zur Verfiigung, wird man in Zweifels- 
fallen nie versaumen, die Identitat des Arsens durch Ausfiihrung einer Marshschen 
Probe zu untermauern, indem man mit dem entstandenen Spiegel die fiir Arsen 
spezifischen Reaktionen ausfiihrt. 





* Wie mir Seifert mitteilte, bemiht er sich zur Zeit, die Spezifitat der 
Reaktion durch Verwendung der Dowzardschen Lésung (15-proz. Kupfer- 
chloriirlésung in Salzséure) an Stelle der Cadmiumsulfatlésung auch gegeniiber 
Antimon zu sichern. Diese Mitteilung erfolgt im Einversténdnis mit Seifert. 

2M. B. Stschigol u. N.M. Doubinski, Ann. Chim. analyt. Chim. appl. 
8, 18, 257 [1936] (s. a. Z. analyt. Chem. 109, 422 [1937]; vgl. auch G. Charlot, 
»Théorie et Méthode nouvelle d’analyse qualitative‘, Verlag Masson et Cie., 
Paris 1949, S. 216. 
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SchluBfolgerung 


Wie bei den meisten Mikromethoden ist das Prinzip der Arsen. 
bestimmung nach Seifert sehr einfach. Fiir die Durchfihrung von 
einwandfreien Versuchsreihen ist es notwendig, die oben angefiihrten 
Punkte zu beachten und die einmal eingeschlagenen Versuchsbedin- 
gungen stets genau einzuhalten. Wenn einerseits die gesamte in 
Loésung befindliche Arsenmenge reduziert wird, anderer- 
seits der Arsenwasserstoff restlos vom Testpapier zu- 
rickgehalten wird, wird die Empfindlichkeit der Methode 
wesentlich gesteigert und es werden unbedingt gleich. 
maBige, stets reproduzierbare Werte erzielt. Bei der hier 
beschriebenen Arbeitsweise lassen sich Arsenmengen bestimmen, die 
zwischen 0,05 und 4 y As liegen. 


Zusammenfassung 


Die von Seifert beschriebene Testfleckenmethode zur Bestimmung 
von Arsen wird einer kritischen Betrachtung unterzogen. Es wird 
gezeigt, daB die Methode bei Einhaltung genau angegebener Versuchs- 
bedingungen sehr gute Resultate liefert und vor allem auch fiir Reihen- 
versuche die Methode der Wahl ist. 


Zinkbestimmung in biologischem Material 
Von 
Giinther Weitzel und Anna-Maria Fretzdorff 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Blochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26, Februar 1953) 


Als gut geeignetes Reagens zur quantitativen Bestimmung kleiner 
Zinkmengen empfahl H. Fischer! das Diphenyl-thiocarbazon (Dithizon), 
welches mit Zink, aber auch mit verschiedenen anderen Metallen, 
wasserunlésliche Komplexverbindungen gibt, die jedoch von einigen 
organischen Lésungsmitteln aufgenommen werden. Hierauf beruhen 
die meisten neueren Verfahren zur Mikrobestimmung von Zink, be- 
sonders auch diejenigen, die von biologischem Material ausgehen. 

Eine kolorimetrische Dithizonmethode, die in erster Linie fiir quantitative 
Zinkbestimmungen in der Asche von Harn und Kot geeignet war, gab Deckert?* 


an. Dabei stérte aber die Anwesenheit anderer, mit Dithizon reagierender Schwer- 
metalle. Ihre eigentliche, in den Grundziigen bis heute beibehaltene Form erhielt 


1H. Fischer, Wissensch. Verdéff. Siemens-Werken 4, 158 [1925]; zit. n. 
Z. analyt. Chem. 71, 465 [1927]. 
2 W. Deckert, Z. analyt. Chem. 100, 385 [1935]. 
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die Dithizonmethode 1936 durch Fischer und Leopoldi’, welche einen wesent- 
lich verbesserten, durch drei Stufen gekennzeichneten Analysengang ausarbeiteten: 
]. Extraktion des Zinks aus der waBrigen Phase mit einer Lésung von Dithizon 
in einem passenden organischen Lésungsmittel (CCl,, CHCl,, CS,), 2. Tarnung 
der mit ausgeschiittelten, stdrenden Elemente durch Na,S,0, und KCN, 3. quanti- 
tative kolorimetrische Bestimmung des reinen Zink-Dithizon-Komplexes. Wendet 
man dieses Verfahren auf biologisches Ausgangsmaterial an, so ist dessen vor- 
herige Mineralisierung unumgianglich. Lediglich bei der Zinkbestimmung im 
Blut soll die Veraschung iiberfliissig sein, da sich nach Einwirkung von Salzsaure 
und Trichloressigsiure das gesamte Zink im Filtrat befindet*. Allgemein zeigt 
sich, daB fiir die Zinkbestimmung in biologischen Substraten die richtige Vorberei- 
tung des Ausgangsmaterials, d. h. die Uberfiihrung des Zinks in eine fiir den Nach- 
weis geeignete Form, ebenso wichtig ist wie der quantitative Metallnachweis selbst. 

Als besonders gut durchgearbeitetes Verfahren fiir biologisches Material 
gilt z. Zt. die verbesserte kolorimetrische Dithizonmethode von Vallee und 
Gibson® zur Bestimmung kleiner Mengen (1—5 y) Zn in Blut, Harn und Geweben. 
Dabei wird die in einem Platintiegel getrocknete Probe im elektrischen Ofen 
verascht (12—24 Stdn. bis 600°), in Salzsiure gelést, nach Zugabe von Tartrat, 
Na,S,O, und KCN bei p,; 5,5 mit Dithizon in CCl, ausgeschiittelt und die rote 
Zink-Dithizonlésung kolorimetriert. Da bei zwei verschiedenen Wellenlangen 
gemessen wird, ist eine Entfernung des Dithizon-Uberschusses nicht ndtig. 

Deutsche Autoren arbeiteten urspriinglich mit trockener Veraschung (Rost)® 
oder rauchten erst nach trockener Vorveraschung mit HNO, ab (Schwaibold 
und Lesmiiller)’. Zur Bestimmung des Zinkgehaltes von menschlichen Pankreas- 
driisen verwandten Eisenbrand und Sienz® u.a. die nasse Veraschung der 
fettfreien Driisen mit H,SO, und HNO,; die weitere Verarbeitung der minerali- 
sierten sauren Lésung erfolgte nach der Methode von Schwaibold, Bleyer 
und Nagel®: Mit Seignettesalz- und NH,-Lésung schwach alkalisch machen, 
ausschiitteln mit Dithizon in CCl,, waschen der CCl,-Lésung mit Na,S und kolori- 
metrieren im Pulfrich-Photometer. In ganz ahnlicher Weise verfuhren M. und 
G. Leiner?® bei der Untersuchung des Zinkgehaltes in den Augen von Knochen- 
fischen und Horvai!! bei der Zinkanalyse des Pankreas von normalen und 
hypophysektomierten Hunden. 

Ein von Wolff! fiir die Bestimmung des Serumzinks angegebenes Ver- 
fahren bedient sich der gleichen Prinzipien: Veraschung mit HNO, und H,0O,, 
Neutralisation mit NH,-Lésung auf pq 6,5—7,5, ausschiitteln mit Dithizon in 
CCl,, waschen mit Na,S und Kolorimetrie. Bei einer von Wolff und Busse™ 
angegebenen Zinkbestimmung im Harn werden 2 ccm Harn mit HNO, und HClO, 
verascht, mit Phosphatpuffer auf p; 6,5—7,0 gebracht, mit Dithizon in CCl, 
ausgeschiittelt und wie bei der Serum-Zinkbestimmung weiter verarbeitet. 


Fir die Mikrobestimmung von Zink in biologischem 
Material arbeiteten wir ein im folgenden beschriebenes Verfahren aus, 
welches fiir Gewebe, Blut, Harn und Kot in gleicher Weise geeignet ist, 
welches aber von den oben genannten kolorimetrischen Methoden in 


3-H. Fischer u. G. Leopoldi, Z. analyt. Chem. 107, 241 [1936]. 

4 F.L. Hoch u. B.L. Vallee, J. biol. Chemistry 181, 295 [1949]. 

5 B. L. Vallee u. J. G. Gibson, J. biol. Chemistry 176, 435 [1948]. 
6 EK. Rost, Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 29, 249 [1919]. 

7 J.Schwaibold u. A. Lesmiiller, Biochem. Z. 300, 331 [1939]. 
8 J. Eisenbrand u. M. Sienz, diese Z. 268, 1 [1941]. 

® J. Schwaibold, B. Bleyer u. G. Nagel, Biochem. Z. 297, 324 [1938]. 
10 M. Leiner u. G. Leiner, Biol. Zbl. 62, 119 [1942]. 

11 |. Horvai, Biochem. Z. 808, 301 [1941]. 

12H. Wolff, Biochem. Z. 320, 291 [1950]. 

18 H. Woiff u. G. Busse, Biochem. Z. 322, 154 [1951]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 292 15 








214 Ginther Weitzel und Anna-Maria Fretzdorff, Bd. 292 (1953) 
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verschiedener Hinsicht abweicht. Wir veraschen die Probe auf nassem 
Wege mit H,SO, und H,0,, gegebenenfalls auch mit HNOs, in ver. 
schiedenen, dem jeweiligen Material angepaBten Mengenverhiltnissen, 
bringen die klare, mineralisierte Loésung unter Zusatz von Tartrat auf 
schwach sauren py und extrahieren mit Dithizon in CCl,. Nach 
Abdestillieren des CCl, wird der Zink-Dithizon-Rickstand feucht 
verascht, in Tartrat- und Na,SO,-Lésung aufgenommen und bei 
schwach saurem py polarographiert. 

Durch kolorimetrische Parallelversuche iiberzeugten wir uns, da8 
die polarographische Zinkbestimmung der kolorimetrischen hin- 
sichtlich Zuverlassigkeit und Genauigkeit durchaus ebenbiirtig, viel- 
leicht sogar tiberlegen ist. Auch Dirscherl und Zilliken™ kamen 
bei der Zinkanalyse von Insulinpraiparaten zu der Ansicht, daB die 
Polarographie der Dithizonmethode vorzuziehen sei, da ,,man nicht 
wie bei dieser schlecht haltbare Reagenzien und viele zinkfreie Lésungs- 
mittel benotigt“. Wir benutzen somit Dithizon lediglich zur extraktiven 
Anreicherung des Zinks in einem mit. Wasser nicht mischbaren Lésungs.- 
mittel (CCl,), erreichen aber dadurch neben der Konzentrierung des 
Metalls zugleich die Abtrennung von Anionen, welche die Polarographie 
stéren wiirden. 

Die vier Arbeitsginge unserer Methode — 1. Veraschung der Probe, 
2. Ausschiitteln mit Dithizon, 3. Veraschung des Zink-Dithizon-Kom- 
plexes, 4. Polarographie — lieferten bei der Kontrolle durch Modell- 
versuche mit Zinklésungen bekannten Gehaltes annahernd quantitative 
Ausbeuten. Bei Kontrollbestimmungen mit biologischem Material, dem 
Zink zugesetzt war, erhielt man jedoch nur dann zufriedenstellende 
Ergebnisse, wenn die aus der 1. Veraschung hervorgehende mineralisierte 
Lésung bei py 5—6 mit Dithizon ausgeschiittelt wurde, wahrend die 
Ausschiittelung bei neutralem oder schwach alkalischem pg das gesamte 
Zink nicht zuverliassig erfaBte; wechselnde Anteile des zugesetzten 
Zinks entzogen sich der Bestimmung. 

Gegeniiber einigen der in der Literatur beschriebenen Methoden 
zur Zinkbestimmung in organischem Material, bei welchem nach der 
Veraschung die Extraktion mit Dithizon bei neutralem oder schwach 
alkalischem py, erfolgt, erhoben sich daher gewisse Bedenken aus 
folgenden Griinden: Bei der Analyse von biologischem Material ist, 
abgesehen vom Zink, stets mit dem Vorhandensein von Phosphat- 
Ionen zu rechnen. Beim Veraschen kénnen Phosphat-Ionen in wechseln- 
dem AusmaB8 in Pyrophosphat iibergehen; auBerdem bilden sich bei 
der Veraschung mit H,SO,, HNO, oder dergl. Ammonium-Ionen. 
Bringt man nach der Veraschung die mineralisierte Lésung auf neu- 
tralen oder schwach alkalischen p,, so besteht die Gefahr der 
Bildung schwerléslicher Zinkphosphate, z. B. Zinkorthophos- 
phat, Zinkpyrophosphat und ganz besonders Zinkammoniumphosphat. 


14 W. Dirscher! u. F. Zilliken, Biochem. Z. 320, 66 [1949]. 
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In der quantitativen gravimetrischen Analyse kann Zink in Form 
des schwerléslichen Zinkammoniumphosphates (Léslichkeit 0,00145 g 
in 100 Tin. Wasser?5) ausgefallt werden4-18, Wird nach der Ver- 
aschung die mineralisierte Lésung neutralisiert, so kénnen sehr leicht 
die Fallungsbedingungen fiir ZnNH,PO, gegeben sein, ganz besonders 
dann, wenn die Neutralisation mit Ammoniak und bzw. oder Phosphat- 
puffer erfolgt. Wir gingen daher in Modellversuchen der Frage nach, 
ob bei Anwesenheit von NH,’ und PO,’”’ und bei pg 6—9 im Vergleich 
zu py 5—6 die Dithizonlésung das Zink restlos aufnimmt oder ob 
nennenswerte Mengen bei der Extraktion zuriickgehalten werden. 

Wir fiihrten die Modellversuche (Zahlenangaben s. u.) einerseits 
mit reinen Salzlésungen, andererseits mit biologischem Material, dem 
Zink zugesetzt war, aus. Die Analyse reiner Salzlésungen zeigte, daB 
Zink durch Dithizon in CCl, bei py 7—9 in Gegenwart von iiber- 
schiissigem Ammoniumphosphat nur sehr unvollstindig erfaf8t wird, 
auch wenn in der Lésung die Bildung eines Niederschlages nicht deut- 
lich zu erkennen ist. Es wurden nur 19—33% des zugesetzten Zinks 
wiedergefunden. Die Ausbeuten werden noch schlechter, wenn auBerdem 
Calcium-Ionen zugegen sind, mit denen bei Verarbeitung biologischen 
Materials stets zu rechnen ist. Vermutlich wird Zink von den auf- 
tretenden Calciumphosphat- und -sulfat-Niederschligen adsorbiert und 
zugleich die Ausfallung von Zinkammoniumphosphat geférdert. 

Die Ergebnisse der Modellversuche mit reinen Salzlésungen bessern 
sich dagegen wesentlich bei Anwesenheit von Tartrat-Ionen. Aus 
Gemischen von Zn", NH, , PO,’’’ und Tartrat werden bei pg 7—9 
etwa 43—84% des Zinks wiedergefunden. Diese Prozentzahlen sinken 
jedoch auch hier stark ab, wenn auBerdem Ca’’-Ionen vorhanden sind 
und die Dithizon-Extraktion bei schwach alkalischem py erfolgt: dann 
werden nur 22—29% des Zinks erfaBt, so daB offenbar bei Gegenwart 
reichlicher Mengen von Ca” und entsprechender Niederschlagsbildung 
das Zink nicht geniigend in Lésung gehalten werden kann. 

Arbeitet man jedoch in Gegenwart von Tartrat bei pq 5,5, so hat 
man es stets mit klaren Lésungen zu tun, auch wenn NH,’, PO,’” 
und Ca‘ in groBem Uberschu8 gegeniiber Zink anwesend sind. Die 
Dithizon-Extraktion verliuft praktisch quantitativ, die wiedergefundenen 
Zinkmengen liegen zwischen 95 und 99%. 

DaB bei schwach saurem pg die Bildung des Zink-dithizons und 
seine Aufnahme durch CCl, mit ausreichender Geschwindigkeit erfolgt, 
ist vor kurzem durch Irving, Bell und Willia ms!® in Untersuchungen 
iiber die Extraktionskonstante von Zink-Dithizon gezeigt worden. 


1% P, Artmann, Z. analyt. Chem. 54, 89 [1915]. 

16 —D. Balarew, Z. analyt. Chem. 60, 442 [1921]. 

17 Pp. Artmann, Z, analyt. Chem. 62, 8 [1923]. 

18 Gmelins Handb. Anorgan. Chem., 8. Aufl]. 32, 317 [1924]. 

19 H. Irving, C.F. Bell u. H. J.P. Williams, J. chem. Soc. [London] 
1952, 356. 
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Durch spektrophotometrische Messungen bestatigten diese Autoren 
auBerdem fiir die Zusammensetzung des Zink-dithizons das Mol- 
verhaltnis 1:2, wie es auch Hein?® annimmt. 

In unseren Modellversuchen sind die Mengenverhiltnisse der 
einzelnen Ionen absichtlich ungiinstig fiir die Erfassung des Zinks ge- 
wahlt, denn der eingesetzten Zinkmenge (30—100y Zink) steht die 
zehn- bis hundertfache Menge an NH, , PO,’’’ und Ca” gegeniiber. 
Die Ausfaillung von Zinkammoniumphosphat verlangt ganz bestimmte 
Konzentrationsverhiltnisse; durch einen zu groBen Uberschu8 an NH,’ 
kann das Salz komplex in Lésung gehalten werden’®17, Die Bildung 
des Niederschlags ist oft verzégert oder erfolgt zunachst flockig und 
nicht kristallin!®. Da man bei der Verarbeitung biologischer Proben 
im einzelnen Falle nicht itibersehen kann, inwieweit die ungiinstigen 
Bedingungen unserer Modellversuche gegeben sind, waren entsprechende 
Kontrollversuche mit biologischem Material unerlaBlich. 

Durch Testbestimmungen mit Harn, Gewebe und Casein lieBen 
sich die in unseren Modellversuchen gefundenen Ergebnisse sichern 
und bestitigen. Wir erhielten z. B. bei der Analyse von 50 ccm mensch- 
lichen Harns einen Zinkgehalt von 6,25 y, wenn man die mineralisierte 
Lésung mit Dithizon bei pg 7—8 ausschiittelte. Eine Parallelbestimmung 
des gleichen Harns (50 ccm), wobei aber mit Dithizon bei pg 5,5 aus- 
geschiittelt wurde, erbrachte dagegen 15 y Zink Ehbenso lieB sich 
durch Zinkzusatzversuche mit Harn zeigen, dai das zugegebene Zink 
zu 96% wiedergefunden wurde, wenn die Dithizon-Extraktion b:i 
Py 5,5 erfolgte, wihrend man bei py, 7,5 nur 16 bzw. 28% zuriick- 
erhielt. Wurden aber nach der Mineralisierung durch Kochen mit 
NaOH die NH,-Ionen entfernt, so fand man trotz Dithizon-Extraktion 
bei py 7,5 93% des zugesetzten Zinks wieder, ein Hinweis dafiir, daB 
die Bildung von Zinkammoniumphosphat fiir die Stérung der Zink- 
bestimmung verantwortlich ist. Wie in den Modellversuchen verbessert 
Tartrat auch bei Harn die Zinkausbeuten, wenn bei neutraler oder 
alkalischer Reaktion mit Dithizon ausgeschiittelt wird; trotzdem 
entgehen aber erhebliche Zinkanteile der Bestimmung, so daB die 
praktisch quantitativen Ergebnisse bei schwach saurer Reaktion nicht 
erreicht werden. 

Kontrollversuche mit Organen verliefen ahnlich wie die Versuche 
mit Harn. 

Wir veraschten z. B. in einem Ansatz zwei Netzhiute vom Rind, 
brachten die mineralisierte Lésung mit Tartrat und Ammoniaklésung 
auf py, 8 und extrahierten erschépfend mit Dithizon. Es ergab sich 
fir die beiden Netzhiute ein Zinkgehalt von 10,7 y. Dann stellten 
wir die mit Dithizon ausgeschiittelte Loésung auf py 5,5 ein und extra- 
hierten wiederum mit Dithizon. Die Zinkbestimmung lieferte nochmals 
11,6 y! Die erste Dithizon-Extraktion bei pg 8 hatte also nur etwa 


20 F, Hein, Chemische Koordinationslehre. S. 546, Leipzig 1950. 
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dic Halfte des vorhandenen Zinks erfaft. Ahnliche Resultate erhielten 
wir in weiteren Zinkzusatz-Versuchen mit biologischem Material; tiber- 
einstimmend mit den oben besprochenen Versuchen an reinen Salz- 
Jésungen fand man nur dann 95—100% des vorgelegten Zinks wieder, 
wenn bei schwach saurem p,q (am giinstigsten ist etwa 5,5) mit Dithizon 
ausgeschiittelt wurde. 

Infolgedessen diirfte die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen 
sein, daB diejenigen Methoden zur Zinkbestimmung in biologischem 
Material, bei denen die Extraktion mit Dithizon bei neutraler oder 
schwach alkalischer Reaktion vorgenommen wird, gegebenenfalls mehr 
oder weniger groBe Anteile des vorhandenen Zinks nicht erfassen. 

Zur weiteren Kontrolle unserer Methode dienten Analysen von 
Harn, Hammarsten-Casein und Geweben, denen in Parallel-Ansatzen 
Zink zugesetzt wurde. Die wiedergefundenen Zinkmengen entsprachen 
95—99% des jeweiligen Zusatzes, die genauen Analysenergebnisse sind 
unten aufgefihrt. 

Die polarographische Zinkbestimmung erfolgt in der fiir Zink 
iiblichen Weise, nihere Angaben s. u. Die untere, noch genau zu er- 
fassende Grenze des MeBbereichs liegt bei 0,2 y Zn/cem, so daB bei 
Verwendung eines 5-ccm-MeBkoélbchens eine Gesamtmenge von 1 y Zn 
vorliegt. Wir benutzten zunichst einen von der Firma Leybold 
stammenden Polarographen, spiter ein von Dr. 8. Heller* gebautes, 
ahnliches Gerit. Auf die polarographische Arbeitsweise wird, da all- 
gemein bekannt, in der vorliegenden Arbeit nicht naher eingegangen; 
Versuche Dr. Hellers zur weiteren Ausgestaltung der Polarographie 
sollen Gegenstand einer spiteren Mitteilung sein (siehe *). 

Unsere Methode zur Zinkbestimmung in biologischem Material 
wird durch andere Metalle nicht beeintraichtigt; man erhalt jedoch 
AufschluB iiber das Vorhandensein einiger weiterer Metalle: Kupfer, 
Blei und Cadmium treten im Polarogramm als Stufen auf. Die Polaro- 
graphie liefert unter unseren Bedingungen das Halbstufenpotential des 
Kupfers bei — 0,25 Volt, so daB auf der registrierten Kurve die Kupfer- 
stufe weit entfernt von der Zinkstufe (— 1,40 Volt) erscheint. Kontroll- 
versuche mit Zusatz bekannter Kupfermengen zeigten, dai unter 
unseren fiir Zink ausgearbeiteten Analysebedingungen das Kupfer 
nicht quantitativ erfaBt wird. Die wiedergefundenen Kupfermengen 
liegen zwischen 60 und 90% des Zusatzes, so daB das Auftreten einer 
Kupferstufe zwar qualitativ, nicht aber quantitativ auszuwerten ist. 
Das Halbstufenpotential fiir Blei liegt unter unseren Bedingungen 
bei —0,63 Volt, dasjenige fiir Cadmium bei —0,84 Volt. Auch diese 
beiden Metalle stéren daher die Zinkstufe nicht. Andere Schwermetalle 
wie Kobalt, Nickel, Mangan, Eisen werden in unserer Versuchsanordnung 





* Herrn Dr. S. Heller, Leiter des physikalischen Laboratoriums der Medi- 
zinischen Forschungsanstalt, méchten wir auch an dieser Stelle fiir Bau und Uber- 
lassung des Polarographen danken. Uber Verbesserung und Weiterentwicklung 
der polarographischen MeBmethodik wird Dr. Heller in Kiirze selbst berichten. 
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nicht mitbestimmt, st6ren aber auch nicht, so daB ihre Maskierung 
und Entfernung wie bei der kolorimetrischen Dithizonbestimmung 
nicht erforderlich ist. 


Arbeitsvorschrift 
A. Reagenzien 

1. Doppelt destilliertes Wasser (Quarzapparatur). 

2. H,SO,, konz. und 1-normal. 

3. HNO,, konz., p.a., bleifrei (Merck). 

4. Perhydrol (Merck). 

5. NaOH p.a., 4- und 0,1-normal. 

6. Alkalische Tartratlésung: 240g NaOH in 1000ccm H,O losen, unter 
Kiihlen und Riihren nach und nach 300 g Weinsaure (p. a. Merck) zusetzen. 

7. Tartratpuffer, schwach sauer: 500 ccm einer 1-m. Dinatriumtartratlésung 
(80 g NaOH, 150 g Weinsdure, mit Wasser auf 1000 ccm aufgefiillt) werden mit 
500 ccm gesattigter Na,SO,-Lésung vereinigt und mit einigen Tropfen 1-n. H,SO, 
auf py 5,2 gebracht. 

8. Tartratpuffer, schwach alkalisch: Wie 7, aber mit 0,l-n. NaOH auf pq 
7,5—8,5 gebracht. 

9. Methylrot: 0,3-proz. Lésung in 60-proz. Athanol. 

10. Dithizon: 250 mg in 1000 cem CCl,, in brauner Flasche im Kiihlschrank 
aufbewahren. 

Glasgerate: Alle benutzten Glasgerate mit heiBer Chrom-Schwefelsaiure 
fiillen, 24 Stdn. stehen lassen, dann sorgfaltig mit doppelt dest. Wasser spiilen. 
Da Zink von Glaswanden stark adsorbiert wird, miissen die MeBkélbchen, welche 
die zu polarographierende Lésung enthalten, ebenso wie die Polarographiegefiabe 
nach jeder Bestimmung mit heiBer Chrom-Schwefelsiure und zum SchluB griind- 
lich mit doppelt dest. Wasser gespiilt werden. 

Die Sauberkeit der Reagenzien und GlasgefiBe kontrolliert man dadurch, 
daB in regelmaBigen Abstianden, z. B. nach jeder 10. Analyse, der gesamte Analysen- 
gang mit 50 ccm doppelt dest. Wasser durchgefiihrt wird. Die polarographisch 
registrierte Kurve darf dann keine Zinkstufe zeigen. 


B. Ausfiihrung der Bestimmung 

1. Gewebe. Etwa 0,3—3g in gewogenen Kjeldahlkolben (50—75 ccm) 
bringen, Frischgewicht feststellen. Wird auch Trockengewicht bendtigt, dann im 
Warmeschrank bis zur Gewichtskonstanz bei 90—120° trocknen (12—48 Stdn.). 
Zugabe von 0,5—3 ccm konz. H,SO, und 2 Glasperlen. Uber kleiner Flamme 
erhitzen bis zum Auftreten von SO;-Dampfen, Zugabe von H,O, in mehreren 
Anteilen zu je 3—5 ccm, veraschen bis zur volligen Entfarbung des Kolbeninhalts. 
Bei gréBeren Einwaagen oder sehr kompakten Organen sind an Stelle von H,0, 
5—30 cem konz. HNO, anzuwenden; erst nach Entstehen einer dunkelbraunen 
diinnfliissigen Lésung ist H,O, zuzusetzen. 

Die klare mineralisierte Lésung wird im Kjeldahlkolben mit 10—20 ccm 
H,O verdiinnt. Zusatz von 3 Tropfen Methylrot-Lésung und 5 ccm alkalischer 
Tartratlésung (Nr. 6). Zuerst mit 4-n., dann mit 0,l-n. NaOH (Biirette) auf rot- 
orange bzw. lachsfarben einstellen (pj; 5,5). Uberfiihren in Schiitteltrichter, 
mindestens fiinfmal mit je 10 ccm Dithizonlésung ausschiitteln, auch wenn die 
CCl,-Phase bereits nach dreimaligem Ausschiitteln rein griin bleibt. Abtrennen 
des mitgerissenen Wassers von den vereinigten Dithizon-Ausziigen im Schiittel- 
trichter, Ablassen der Dithizonlésung in Kjeldahlkolben. 

Abdestillieren des CCl, aus Kjeldahlkolben unter Verwendung eines passenden 
Destillationsaufsatzes, Badtemperatur rd. 100°. Destillationsriickstand im 
Kjeldahlkolben mit 5ccm 1-n.H,SO, versetzen, auf Veraschungsgestell mit 
kleiner Flamme erhitzen bis zum Auftreten von SO,-Nebeln. Viermal je 3—5 ccm 
Perhydrol zugeben und abdampfen, danach viermal mit je 5ccm H,O ebenso 
verfahren. 
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Aufnehmen des veraschten Riickstandes in 1—3 ccm schwach alkalischer 
Tartratlésung (Nr. 8), quantitativ in MeBkolben (5—25 ccm) iiberspiilen, mehr- 
faches Nachspiilen des Kjeldahlkolbens mit kleinen Portionen schwach alkalischer 
Tartratlésung (Nr. 8). Im MeBkolben py feststellen: a) Ist py 5,2—5,4 bereits 
erreicht, dann mit Tartratlésung (Nr. 7) zur Marke auffiillen. b) liegt pq noch 
unter 5,2 auf Grund von H,SO,-Resten aus Veraschung, dann mit wenigen Tropfen 
stark alkalischer Tartratlésung (Nr. 6) auf pq 5,2—5,4 bringen und mit Lésung 
Nr.7 zur Marke auffiillen. 

Fiir die MeBkélbchen empfiehlt sich eine Sonderanfertigung, die uns die 
Normag (Hofheim/Taunus) lieferte, mit weiterem Hals als sonst iiblich und mit 
Normalschliffstopfen. Durchmesser des Koibenhalses: 8 mm bei 5-ccm-, 10 mm 
bei 10-cem-, 12 mm bei 20-cem- und 14 mm bei 25-ccm-MeBkolben. 

Polarographie: 4—5ccm der Lésung mit Pipette aus MeBkolben ent- 
nehmen, in PolarographiegefiB einfiillen, mit Wasserstoff 5 Min. lang durch- 
stromen. Hg-Tropfenzahl: 30 pro Minute. Registrierung: Je nach Einstellung 
der Empfindlichkeit entspricht 1 cm Stufenhéhe etwa 2y, 4y, 10 y oder 16 y 
Zink. Eichung mit ZnSO,, gelést in Tartratpuffer pq 5,2 (Nr. 7). Genaue Kin- 
stellung des py auf 5,2 bis 5,4 ist fiir Erzielung guter polarographischer Kurven 
ausschlaggebend. Das Halbwellenpotential fiir Zn liegt dann bei —1,40 Volt. 

2. Harn. 30—50ccm Harn (bzw. bei Bestimmung der taglichen Zink- 
ausscheidung im Harn von Tieren und Menschen 1/,, bis 1/3, des 24-Stdn.- Volumens) 
mit einer Mischung von 5 ccm konz. H,SO, und 15 ccm konz. HNO, versetzen, 
in Kjeldahlkolben (250 ccm) nach Zugabe einiger Glasperlen bis zur Entwicklung 
von SQO,-Nebeln abdampfen, gegebenenfalls (Albumin, Glucose ) weiter HNO, 
zusetzen; solange veraschen, bis hellbraune Lésung vorliegt, dann durch H,O, 
vollends entfarben. Es empfiehlt sich, die mit H,SO, und HNO, vermischte 
Harnprobe nicht auf einmal, sondern in 2 oder 3 Portionen nacheinander im 
Kjeldahlkolben abzudampfen. Nach erfolgter Veraschung wird wie unter 1. weiter 
behandelt, wobei man aber bei der Sammlung der Dithizonausziige auf einen 
Kjeldahlkolben von 75 ccm itibergeht. 

3. Fliissige Proben wie Blut, Serum, Glaskérper und dergl. werden im 
Warmeschrank getrocknet und wie unter 1. behandelt. 


Kontrollversuche 


A. Ohne biologisches Material 

1. Durchfiihrung des gesamten Arbeitsganges in 2 Parallelbestimmungen 
mit je 100 y Zink, gelést als ZnSO, in 50 ccm doppelt dest. Wasser. In beiden 
Fallen wurden 98% des zugesetzten Zinks wiedergefunden. 

2. Zinklésung mit Tartratzusatz: 45 y Zn (als ZnSO,), 3 com Dinatrium- 
tartratlésung (2-m.), mit H,SO, auf pq 5,5 eingestellt, unter Fortlassen der 
1. Veraschung mit Dithizon in CCl, ausgeschiittelt. In drei Parallelbestimmungen 
fand man von dem vorgelegten Zink 99%, 99% und 96% wieder. 

3. Zinklésung mit NH,’ und PO,’”’ ohne Tartrat: 50 y Zink (als ZnSO,), 
20 mg (NH,),HPO,, unter Fertlassen der 1. Veraschung mit Dithizon/CCl, aus- 
geschiittelt, dabei pq entweder schwach sauer oder schwach alkalisch. 

a) Dithizon-Extraktion bei py 5,5: in 3 Parallelbestimmungen 96,0%, 96,8% 
und 100,2% Zn wiedergefunden. 

b) Dithizon-Extraktion bei py 8: in 4 Parallelbestimmungen 19,0%, 23,2%, 
32,4% und 33,0% Zn wiedergefunden. 

4, Zinklésung mit NH,’, PO,’ und Tartrat: 50 y Zn (als ZnSO,), 
20 mg (NH,),HPO,, 3 ccm 2-m. Dinatriumtartrat. Unter Fortlassen der 1. Ver- 
aschung bei verschiedenem py mit Dithizon/CCl, ausgeschiittelt. 

a) Dithizon-Extraktion bei py 5,5: in 6 Parallelbestimmungen fand man 
96,2%, 96,3%, 96,3%, 99,5°%, 100,0% und 100,0% des vorgelegten Zinks 
wieder. 

b) Dithizon-Extraktion bei pq 7,5: Drei Parallelbestimmungen erbrachten 
43,0%, 56,5% und 76,9% des zugesetzten Zinks. 
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c) Dithizon-Extraktion bei py 9: Zwei Parallelbestimmungen lieferten 82,0°/ 
und 83,5% Zink. 
5. Zinklésung mit NH,’, PO,’’’, Tartrat und Ca**: 50 y Zn (als ZnSO,), 
20 mg (NH,),HPO,, 3 ccm 2-m. Dinatriumtartrat und 10 mg CaCl,. Unter Fort- 
lassen der 1. Veraschung bei verschiedenem py mit Dithizon in CCl, ausgeschiittelt. 
Jeweils zwei Parallelbestimmungen. 
a) Dithizon-Extraktion bei py 5,5: Zn wiedergefunden: 99,6 u. 96,3%, 
b) Dithizon-Extraktion bei py 7,5: Zn wiedergefunden: 76,0 u. 63,6%, 
ce) Dithizon-Extraktion bei py 9,0: Zn wiedergefunden: 29,1 u. 22,4%. 


B. Mit biologischem Material 

1 a) 50 ccm menschlicher Harn. Ausfiihrung des gesamten Analysenganges nach 
obiger Vorschrift. Zinkgehalt: 15 y. 

1 b) 50 ccm des gleichen Harns, Zusatz von 100 y Zink als ZnSO,. Zink wieder- 
gefunden: 96% (nach Abzug des Leerwertes von 15 y Zn). 

1 c) 50 ccm des gleichen Harns, Zusatz von 100 y Zn, aber abweichend von der 
Arbeitsvorschrift bei pg 7,5 mit Dithizon/CCl, ausgeschiittelt. Wieder- 
gefundenes Zink nach Abzug des Leerwertes (15 y Zn): 28°%. Eine Parallel- 
bestimmung lieferte 16°, des zugesetzten Zinks zuriick. In einer weiteren 
Parallelbestimmung, bei welcher man mit Dithizon bei pg 7,0 extrahierte, 
fand man 24% des zugesetzten Zinks wieder. 

1 d) 50 ccm des gleichen Harns, Zusatz von 100 y Zn; nach der 1. Veraschung 
wurde mit NaOH stark alkalisch gemacht und NH, weggekocht. Dann 
mit Dithizon bei py 7,5 ausgeschiittelt. Zink wiedergefunden: 93% nach 
Abzug des Harn-Leerwertes. 

2. Gewebe (Augenteile). Aus zahlreichen Bestimmungen an Augenteilen 

(s. folgende Mitt.) ergibt sich, daf linkes und rechtes Auge des gleichen Tieres 

in ihrem Zinkgéhalt entweder identisch sind oder sich nur ganz geringfiigig von- 

einander unterscheiden. 

a) Die beiden Linsen eines Rindes wurden getrennt nach Vorschrift analysiert, 
Vor Beginn der Aufarbeitung setzte man der einen Linse 30 y Zn (als ZnSO,) 
zu. Ergebnisse: Linse ohne Zusatz: 25,7 y Zn, Linse mit Zusatz: 55,5 y Zn. 
Differenz 29,8 y Zn, d. s. 99,4°% des zugesetzten Zn. 

Die beiden Aderhaute eines Rindes wurden getrennt untersucht, der einen 

Aderhaut setzte man 30 y Zn (als ZnSO,) zu. Ergebnisse: Aderhaut ohne 

Zusatz: 12,4 y Zn, Aderhaut mit Zusatz: 41,1 y Zn. Differenz 28,7 y Zn 

= 95,7% des zugesetzten Zn. 

Zwei Netzhaute vom Rind wurden gemeinsam mit H,SO, und H,O, verascht. 

Die klare mineralisierte Lésung wurde mit alkalischer Tartratlésung und 

NH,OH auf py 8 gebracht und mit Dithizon in CCl, ausgeschiittelt. Danach 

wurde die mit Dithizon extrahierte Lésung mit 0,l-n. H,SO, auf pq 5,5 

gebracht und nochmals mit der gleichen Dithizonmenge (5 x 10 ccm) aus- 

geschiittelt. Getrennte Aufarbeitung der beiden Dithizonausziige. Man 
erhielt: 

aus erster Dithizonextraktion bei py 8,0 10,7 y Zn, 

aus zweiter Dithizonextraktion bei py 5,5 11,6 y Zn. 

3. Modellversuche mit Hammarsten-Casein (Ausfiihrung nach obiger 

Arbeitsvorschrift). 

a) Leerbestimmungen ergaben fiir 100 mg Casein 5,85 y Zn, fiir 50 mg Casein 
2,98» Zn. Diese Leerwerte sind in den folgenden Zusatzbestimmungen 
beriicksichtigt. 

b) 100 mg Casein, dazu 45 y Zn als ZnSO, . Zn wiedergefunden: 96,5%, 

c) 50mg Casein, dazu 45 Zn als ZnSO, . Zn wiedergefunden: 98,8%, 

d) 50mg Casein, dazu 45 y Zn als ZnSO, . Zn wiedergefunden: 96,5%. 


Stud. phys. Arndt Eberhagen und stud. med. Dietrich Eberhagen 
danken wir fiir verstandnisvolle und fleiBige Mitarbeit. 
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Zusammenfassung 


Es wird eine Methode zur Bestimmung kleiner Zinkmengen (von 
1 y Zn an aufwarts) in biologischem Material beschrieben. Die Arbeits- 
ginge sind: 1. Nasse Veraschung mit H,SO, und H,0,, bei kompakten 
Organen auch mit HNO,. 2. Extraktion der mineralisierten Losung 
bei Py 5,5 mit Dithizon in CCl,. 3. Veraschung des CCl,-Riickstandes 
mit H,SO, und H,O,. 4. Polarographie. 

In Modellversuchen mit reinen Salzlésungen wird gezeigt, daB in 
Gegenwart von NH,’- und POQ,-Ionen die Extraktion des Zinks mit 
Dithizon in CCl, nicht quantitativ erfolgt, wenn bei neutralem oder 
schwach alkalischem py extrahiert wird. Ebenso ergibt sich aus Kontroll- 
versuchen mit Harn und Geweben, da8 beim Ausschiitteln des Zinks 
mit Dithizon in CCl, bei py 7,5, pg 8 und pg 9 erhebliche Anteile des 
Zinks der Bestimmung entgehen kénnen. Erfolgt die Dithizon-Extrak- 
tion dagegen bei schwach saurem py, z. B. bei py 5,5, so wird Zink 
trotz Anwesenheit von Ammonium-, Phosphat- und Calcium-Ionen 
quantitativ erfaBt. 

Neben Zink zeigt die Methode auch die Gegenwart von Kupfer, 
Blei und Cadmium an. 


Zink in den Augen von Saugetieren 
Von 


Giinther Weitzel und Anna-Maria Fretzdorff 
Experimentell mitbearbe:tet von Arndt Eberhagen 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck- Gesellschaft» 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Februar 1953) 


Zink kommt in allen Organen der Wirbeltiere vor; der Zinkgehalt 
von 1 g frischem Gewebe liegt im allgemeinen zwischen 10 und 200 y, 
am haufigsten fand man Werte von 20—30 y Zn/1 g Frischgewicht? *. 
Als ,,zinkreich’ kann man diejenigen Gewebe bezeichnen, die in 1 g 
Frischgewicht mehr als 50 y Zink enthalten. Physiologisch besonders 
interessant sind diejenigen Organe, deren Zinkgehalt an der oberen 
Grenze der normalen Schwankungsbreite, also um 200 y/1g Frisch- 
gewicht liegt oder diesen Wert noch iiberschreitet. Hierzu gehéren 
einige Genitalorgane wie Prostata, Epididymis und Ovar (z. B. normales 
Prostatagewebe beim Menschen bis 307 y Zn, beim Kaninchen bis 
358 y Zn/1g Frischgewicht*), manche Knochen (z. B. Ratten-Tibia 


1 B. L. Vallee u. M.D. Altschule, Physiol. Rev. 29, 370 [1949]. 
2M. Leiner u. G. Leiner, Naturwiss. 29, 763 [1941]. 
3 C. A. Mawson u. M.I. Fischer, Nature [London] 167, 859 [1951]. 
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233 y Zn/1 g Frischgewicht®), und vor allem verschiedene Teile der 
Augen. 


Tauber und Krause‘ bestimmten Eisen, Kupfer, Zink und Mangan in den 
Augengeweben von Rindern unter besonderer Beriicksichtigung der Linse. Die 
vier Schwermetalle waren in allen untersuchten Augenteilen nachzuweisen. Der 
Zinkgehalt der Linse lag in der gleichen GréBenordnung wie derjenige von Netz. 
haut, Aderhaut und Hornhautepithel. Bezogen auf Frisch- und Trockengewicht 
sind die von Tauber und Krause‘ gefundenen Zinkmengen jedoch nicht héher 
als in anderen Organen, so daB keines der Augengewebe als ,,zinkreich“ zu be- 
zeichnen ware. 

Die bisher aufschluBreichsten Untersuchungen iiber das Vorkommen von 
Zink in Augengeweben sind zweifellos die Arbeiten von M. und G. Leiner? 5, 
tiber den Zinkgehalt in den Augen von Knochenfischen, An Hand 
eines groBen Materials von Mittelmeer- und Bodenseefischen lieB sich zeigen, 
daB die Aderhaut des Knochenfischauges das relativ zinkreichste Gewebe im 
Ko6rper der Fische und vielleicht aller Wirbeltiere ist; auch Iris und Retina ent- 
halten relativ sehr viel Zink. Als Durchschnittswerte, bezogen auf 1 g Frisch. 
gewicht, werden fiir Knochenfische angegeben?: Chorioidea 538 y Zn, Iris 261 » Zn, 
Retina 71 y Zn. Einige zum Vergleich ausgefiihrte Bestimmungen an Augen 
von Huhn, Kaninchen und Mensch ergaben einen relativ und absolut sehr viel 
geringeren Zinkgehalt von Chorioidea, Iris und Retina als bei den Knochenfischen, 
Trotzdem waren auch hier die inneren Augenhaute, besonders die Aderhaut, 
reich an Zink. M. und G. Leiner? gingen von der Frage aus, ob Beziehungen 
bestehen zwischen dem Gehalt an Zink und demjenigen an Carboanhydrase in 
den Augen, in anderen Organen und im Blut von Wirbeltieren. Wahrscheinlich 
gibt es derartige Zusammenhinge, wenn auch alle Organe wesentlich mehr Zink 
enthalten als ihrem Gehalt an Carboanhydrase entspricht. Alle Versuche®, die 
Zinkverbindung (vermutlich ein Zinkproteid) aus der Aderhaut und Sehhaut von 
Knochenfischaugen zu isolieren, fiihrten nicht zum Ziele. 

Soeben veréffentlichten Bowne8B und Mitarbeiter?»® ihre Befunde iiber die 
Verteilung von Kupfer und Zink in den Augen von Saugetieren, Fischen und 
Fréschen. Dabei handelt es sich zum Teil um Augenmaterial von Tierarten, 
welche auch wir untersucht haben, so da beziiglich der gefundenen Zinkmengen 
direkte Vergleichsméglichkeiten bestehen. Wir gehen daher erst weiter unten 
bei der Diskussion unserer Analysenwerte auf die Ergebnisse der englischen Autoren 
naher ein. 


In der vorliegenden Arbeit berichten wir an Hand von mehr als 
750 Analysen tiber den Zinkgehalt der Augen folgender Saugetiere: 
Pferd, Reh, Rind und Kalb, Schwein, Wildschwein, Schaf, Ziege, 
Kaninchen, Hase, Hund, Fuchs, Marder, Wiesel, Iltis und Katze. 


Methodik 


Mit wenigen Ausnahmen wurden die Augipfel sofort nach dem Tode der 
Tiere entnommen, in physiol. NaCl-Lésung eingelegt und alsbald verarbeitet. 
Nach Eréffnung des Bulbus praparierte man Glaskérper, Linse, Netzhaut und 
Aderhaut, in einigen Fallen auch die Regenbogenhaut. Die Augenteile wurden 
direkt in entsprechend vorbereitete Kjeldahlkolben (50 ccm, zinkfrei, Leergewicht 
bestimmt) eingebracht und nach Feststellung des Frischgewichtes bei 105° im 


4 F.W. Tauber u. A.C. Krause, Amer. J. Ophthalmol. 26, 2607[1943]. 
5 M. Leiner u. G. Leiner, Biol. Zbl. 62, 119 [1942]. 
6 M. Leiner u. G. Leiner, Biol. Zbl. 64, 293 [1944]. 
7 J.M. Bowness, R. A. Morton, M. H. Shakiru. A. L. Stubbs, Biochem. 
J. 51, 521 [1952]. 
8 J.M. Bowness u. R. A. Morton, Biochem. J. 51, 530 [1952]. 





Bd. 25 


Warn 
und A 
und ¢ 
kleine 
und | 
Jena 


Filles 


besch 
sierte 
Dithi 
und | 
grap 
zubet 


Zink 
die 

faBt 
gehe 











Bd. 292 (1953) Zink in den Augen von Saugetieren 993 


Warmeschrank bis zur Gewichtkonstanz getrocknet.' Hierfiir waren bei Netz- 
und Aderhaut etwa 12 Stdn., bei Linse und Glaskérper etwa 24 Stdn. erforderlich. 

Nach Notierung des Trockengewichts veraschte man Netzhaute, Aderhaiute 
und Glaskérper mit konz. H,SO, (0,5 ccm) und Perhydrol (15—25 ccm in mehreren 
kleinen Portionen). Zur Veraschung der Linsen benutzte man konz. H,SO, (0,5 ccm) 
und konz. HNO, (zweimal je 5 ccm), anschlieBend gegebenenfalls auch H,Og. 
Je nach Tierart wurden die Augenteile von einem Auge oder von zwei, in wenigen 
Fallen auch von vier Augen, in je einer Bestimmung analysiert. 

Die Methodik der Zinkbestimmung ist in der vorangehenden Mitteilung 
beschrieben. Nach der Veraschung des getrockneten Materials wird die minerali- 
aierte, schwefelsaure Lésung mit Tartrat und NaOH auf py 5,5 gebracht, mit 
Dithizon in CCl, ausgeschiittelt, CCl, abdestilliert, der Riickstand mit H,SO, 
und H,O, verascht, in Tartratpuffer aufgenommen und bei py 5,2—5,4 polaro- 
graphiert. Je nach der zu erwartenden Zinkmenge wurde die fiir die Polarographie 
zubereitete Lésung in MeBkolben von 5, 10, 20 oder 25 ccm eingefiillt. 


Auf Grund zahlreicher Kontrollbestimmungen mit vorgelegtem 
Zink an reinen Salzlésungen und an biologischem Material haben wir 
die Sicherheit, daB die Methode 95—99% des vorhandenen Zinks er- 
faBt. Einige Zink-Zusatz-Versuche mit Augenteilen sind in der voran- 
gehenden Arbeit beschrieben. 


Ergebnisse 


Tab. 1. Zinkgehalt von Pferdeaugen und Rehaugen (Mittelwerte) 
(Werte der Rehaugen in () gesetzt). 





Anzahl der Zinkgehalt in y pro: 


Augenteil —{untersuchten : 2 
Augen 1 Augenteil | 1 g Frischgew. | 1 g Trockengew. 














Linse ll (14) 31,2 (14,2) 10,0 (17,4) 28,9 (32,1) 
Glaskérper 12 (14) 8,3 ( 6,9) 0,2 ( 1,8) 18,6 (65,3) 
Netzhaut ll (14) 10,5 ( 6,3) 9,7 (11,9) | 135,0 (86,5) 
Aderhaut 10 (14) 57,1 ( 8,4) 60,9 (33,1) | 270,9 (158,5) 


Die in Tab. 1 zusammengestellten Mittelwerte der Pferdeaugen 
sind simtlich gewonnen aus Messungen an einzelnen Augen. Dadurch 
sind Angaben mdéglich iiber Unterschiede im Zinkgehalt der Augen des 
gleichen Tieres. Immer wieder zeigte es sich, daB die Zinkwerte pro 
Augenteil bei linkem und rechtem Pferdeauge entweder tibereinstimmten 
oder nur um 1—2 y differierten. Lediglich bei den Aderhauten traten 
Unterschiede bis zu 10 y auf. Ein Vergleich des Zinkgehaltes in den 
Augen von Hengsten und Stuten zeigte keine bemerkenswerten 
Differenzen. 

Aus Tab. 1 ist ersichtlich, daB bei Pferden von den vier unter- 
suchten Augenteilen die Aderhaut sowohl absolut als auch bei Be- 
rechnung auf 1 g Frisch- oder Trockengewicht den héchsten Zinkgehalt 
hat. Dieser geht jedoch nicht iiber die Zinkwerte anderer zinkreicher 
Organe (siehe Einleitung) hinaus. 

Aus den in Tab. 1 enthaltenen Mittelwerten geht nicht die bio- 
logische Schwankungsbreite hervor. Der Zinkgehalt einer Linse liegt 
zwischen 18—40 y, derjenige eines Glaskérpers zwischen 6,7 und 10,5 y, 
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derjenige einer Netzhaut zwischen 8,6 und 12,9 y, derjenige einer 
Aderhaut zwischen 48 und 78 y. 

Der Zinkgehalt der Rehaugen halt sich in allen untersuchten 
Augenteilen auf normaler Héhe; Linse, Netzhaut und Aderhaut liegen 
weit unter 50 y Zn/g Frischgewicht, so daB sie nicht als zinkreich an- 
zusehen sind. Uber die Differenzen zwischen rechtem und linkem Auge 
des gleichen Tieres lassen sich keine Aussagen machen, da hier (nicht 
wie bei den Pferden) stets Augenpaare untersucht wurden. 


Tab. 2. Zinkgehalt (Mittelwerte) von Rinderaugen und Kalberaugen 
(Werte fiir Kalberaugen in () gesetzt). 














Anzahl der Zinkgehalt in y pro: 
Augenteil {untersuchten 
Augen 1 Augenteil | 1g Frischgew. | 1 g Trockengew, 
Linse 22 (20) 31,1 (10,5) 12,5 ( 9,9) 34,5 (31,7) 
Glaskérper 24 (12) 9,8 ( 7,1) 0,5 ( 0,7) 38,3 (41,8) 
Netzhaut 22 (17) 9,8 ( 5,6) 251 --(7837) 159,0 (90,7) 
Aderhaut 22 (15) 20,8 ( 5,8) 38,8 (18,4) 229,0 (91,7) 








Vergleicht man in Tab. 2 die Rinderaugen mit den Kalberaugen, 
so haben, vom Glask6rper abgesehen, Linse, Netzhaut und Aderhaut 
als Kinzelorgane bei Kalbern wesentlich geringere Zinkgehalte als bei 
Rindern. Netz- und Aderhéute von Rindern ibertreffen auch bei 
Bezugnahme auf das Trockengewicht die entsprechenden Zinkwerte 
der Kalber erheblich. 

Vergleicht man Rinder- mit Pferdeaugen (Tab. 1), so ergibt sich 
eine iiberraschende Ahnlichkeit, z. B. in den mittleren Zinkwerten fiir 
eine Linse, einen Glaskérper und eine Netzhaut; nur die Aderhaut liegt 
im Zinkgehalt bei Pferden deutlich héher als bei Rindern. Wie bei 
Pferden untersuchten wir auch bei Rindern zusammengehérende Augen 
einzeln, wobei sich auch hier keine nennenswerten Unterschiede ergaben. 

Die biologische Schwankungsbreite betragt fiir den Zinkgehalt der 
einzelnen Augenteile bei Rindern bzw. Kialbern, die letzteren in () 
gesetzt: Linse 21—46 y (5,5—27,8 y), Glaskorper 4,2—17 y (0,3—1,9 y), 
Netzhaut 6,1—13,3 y (4,5—8,9 y) und Aderhaut 9,2—40,0 y (3,2—10,0y). 


Tab. 3. Zinkgehalt (Mittelwerte) der Augen von Schweinen und Wildschweinen 
(Werte fiir Wildschweine in () gesetzt). 

















Anzahl der Zinkgehalt in y pro: 
Augenteil | untersuchten 
Augen 1 Augenteil | lg Frischgew. | 1 g Trockengew. 
Linse 25 (5) 3,4 (3,8) 6,9 ( 6,8) 20,8 ( 21,2) 
Glaskorper 22 (7) 3,5 (4,3) 0,9 ( 1,1) 67,2 ( 82,5) 
Netzhaut 25 (7) 4,0 (6,1) 11,1 (17,6) 132,0 (254,0) 
Aderhaut 20 (7) 2,1 (4,4) 27,6 (57,4) 176,0 (371,0) 


Die Zinkwerte, bezogen auf 1 g Frischgewicht, liegen bei Schweinen 
und Wildschweinen etwa im gleichen Bereich wie bei Pferden und 
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Rindern. Allerdings fallt in Tab. 3 auf, daB die Wildschweine im Glas- 
korper, Netzhaut und Aderhaut einen hdheren Zinkgehalt aufweisen 
als die Hausschweine. Dieser Unterschied pragt sich ebenfalls in der 
biologischen Schwankungsbreite aus, denn die Zinkwerte pro 1 Augenteil 
betragen fiir Schweine bzw. Wildschweine, die letzteren in (): Linse 
15—4,5 y (3,1—4,6 y), Glaskorper 2,5—4,7 y (3,0—7,2 y), Netzhaut 
25—9,5 y (5,0—12,3 y) und Aderhaut 1,3—4,6 y (2,6—8,6 y). 

Besonders deutlich macht sich der Unterschied zwischen Haus- 
schweinen und Wildschweinen im Zinkgehalt der Aderhaut bemerkbar. 
Bezogen sowohl auf eine Aderhaut als auch auf 1 g Frischgewicht und 
lg Trockengewicht betragen die Zinkwerte bei Wildschweinen stets 
etwas mehr als das Doppelte. Wahrend die Aderhaut bei Schweinen 
mit durchschnittlich 27,6 y Zn/1 g Frischgewicht dem tblichen Zink- 
gehalt der meisten Organe entspricht, ist die Aderhaut der Wildschweine 
mit 57,4 y Zn/1 g Frischgewicht als zinkreich zu bezeichnen. 


Tab. 4, Zinkgehalt (Mittelwerte) der Augen von Schafen und Ziegen 
(Werte fiir Ziegen in () gesetzt). 














Anzahl der Zinkgehalt in y pro: 
Augenteil juntersuchten 
Augen 1 Augenteil | 1g Frischgew. | 1g Trockengew. 
Linse 12 (10) 8,1 (12,3) 10,0 (10,3) 32,0 ( 29,7) 
Glaskorper 12 (10) 5,4 ( 4,4) 1 06) 97,2 ( 42,6) 
Netzhaut 12 (10) 4,5 ( 6,3) 13,2 (13,9) 111,0 (152,0) 
Aderhaut 14 (10) 7,5 ( 6,7) 38,0 (38,9) 220,0 (275,0) 
Tris 3 7,5 11,7 10,5 





Die biologische Schwankungsbreite der Zinkgehalte, aus denen die 
Mittelwerte der Tab. 4 gewonnen sind, betragt bei Schafen (Ziegen) 
pro 1 Augenteil: Linse 5,8—19,5 y (10,4—15,4 y), Glaskorper 2,7—9,4 y 
(3,0—7,0 y), Netzhaut 4,2—5,4 y (5,3—7,5 y) und Aderhaut 4,0—17,3 y 
(5,5—15,0 y). Damit liegen simtliche mittleren Zinkwerte der Tab. 4 
in einem Bereich, der dem iiblichen Zinkgehalt der meisten Ko6rper- 
gewebe entspricht; in den untersuchten Augenteilen — es wurden stets 
die beiden Augen eines Tieres gemeinsam analysiert — traten auch als 
Ausnahmefalle niemals besonders hohe Zinkwerte auf. 


Tab. 5. Zinkgehalt der Augen von Kaninchen und Albinokaninchen 
(Werte der letzteren in () gesetzt). 

















Anzahl] der Zinkgehalt in y pro: 
Augenteil untersuchten 

Augen 1 Augenteil | 1g Frischgew. 1 g Trockengew. 
Linse 24 (14) 5,6 (4,5) 14,3 ( 9,0) 36,8 ( 25,0) 
Glaskérper 36 (14) 3,7 (2,5) 4,0 ( 3,8) | 252,0 ( 142,0) 
Netzhaut 42 (14) 3,7 (4,1) 48,0 ( 49,1) | 491,0 ( 402,2) 
Aderhaut 42 (14) 6,6 (3,9) 291,0 (254,0) |2000,1 (1512,0) 
Iris ( 8) (4,9) ( 50,2) ( 393,1) 
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Die biologische Schwankungsbreite fiir pigmentierte Kaninchen, 
bezogen auf Zinkgehalt von einem Augenteil, betragt: Linse 3,0—10,) y, 
Glaskérper 1,5—5,5 y, Netzhaut 3,0—10,0 y und Aderhaut 3,0—9,7 y, 
Die biologische Schwankungsbreite der entsprechenden Werte von 
Albinokaninchen liegt praktisch im gleichen Bereich, wie auch aus den 
Mittelwerten von Tab. 5 hervorgeht. 

Bemerkenswert ist bei Kaninchen der hohe Zinkgehalt der Netz. 
und Aderhaut. Bezogen auf 1g Frischgewicht haben Kaninchen 
in der Netzhaut rund das Vierfache, in der Aderhaut rund das fiinf- bis 
zehnfache an Zink, verglichen mit Pferden, Rindern, Schweinen, Schafen 
und Ziegen. Betrachtet man die Werte fiir 1g Trockengewicht, 
so ergeben sich ahnliche Unterschiede. Die in der Einleitung genannten 
Normalwerte des Zinkgehaltes fiir 1 g Frischgewicht mit der oberen 
Grenze von 200 y werden durch die Aderhaut des Kaninchenauges 
erheblich tiberschritten. Zwar sind die entsprechenden Daten der 
Albinoaugen fiir die Aderhaut etwas niedriger, doch laBt sich hieraus 
kein prinzipieller Unterschied ableiten, da auch diese noch weit iiber 
den Zinkwerten der in Tab. 1—4 genannten Tiere liegen. 


Tab. 6. Zinkgehalt der Augen von Hasen (Mittelwerte). 











Anzahl der Zinkgehalt in y pro: 
Augenteil ~ | untersuchten 

- Augen 1 Augenteil | 1 g Frischgew. | 1 g Trockengew. 
Linse 40 6,1 9,6 25,7 
Glaskérper 34 4,8 3,2 197,7 
Netzhaut 40 5,0 46,0 495,3 
Aderhaut 40 6,5 174,4 943,0 
Tris 36 4,6 43,8 283,4 








Ein Vergleich der Hasenaugen mit den entsprechenden Werten der 
Kaninchen bzw. Albinokaninchen (s. Tab. 5) ergibt eine weitgehende 
Ahnlichkeit im Zinkgehalt der einzelnen Augenteile. Bemerkenswert 
ist, daB auch bei den Hasen die Netzhaut dicht unter 50 y Zn/1 g Frisch- 
gewicht liegt und daB die Aderhaut durch ihren hohen Zinkgehalt 
auffallt. 

Tab. 7. Zinkgehalt von Hundeaugen (Mittelwerte). 
Anzahl] der Zinkgehalt in y pro: 


Augenteil | untersuchten 
Augen 1 Augenteil 1 g Frischgew. | 1 g Trockengew. 

















Linse 20 7,3 14,1 43,6 
Glask6érper 18 4,7 1,8 150,0 
Netzhaut 18 a,9 38,4 474,0 
Aderhaut 20 366,0 1372,0 8803,0 


Die mittleren Zinkwerte der in Tab. 7 zusammengefaBten Hunde- 
augen zeigen bei Linse, Glaskérper und Netzhaut keine anomale Grobe, 
dagegen finden sich in der Aderhaut ganz ungewéhnlich hohe Zink- 
mengen. Der Mittelwert von 1372 y fiir 1g Frischgewicht iibertrifft 
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die entsprechenden Zinkwerte aller bisher besprochenen S%ugetiere, 
auch der Kaninchen, um ein Vielfaches. Von Interesse ist in diesem 
Falle die biologische Schwankungsbreite in y pro Augenteil: Linse 
4,1—12,7 y, Glaskérper 2,5—7,3, Netzhaut 3,3—12,2 y und Aderhaut 
142483 y. Daraus geht hervor, da der Héchstwert der von uns 
untersuchten Hunde einem Zinkgehalt von fast 1 mg in beiden Ader- 
hiuten entspricht. Der Mittelwert von 8803 y pro 1 g Trockengewicht 
nihert sich einem Zinkgehalt von 1°; der héchste, von uns beobachtete 
Wert belief sich auf 1,46% Zn in der Trockensubstanz. 


Tab. 8. Zinkgehalt der Augen von Fiichsen (Mittelwerte). 

















Anzahl der Zinkgehalt in y pro: 
Augenteil untersuchten 
Augen 1 Augenteil 1g Frischgew. | 1 g Trockengew. 
Linse 34 7,5 11,3 29,8 
Glask6érper 34 4,1 3,9 205,0 
Netzhaut 34 4,1 49,8 776,7 
Aderhaut 34 697,0 7000,0 37811,0 
Iris 32 8,5 40,1 335,5 


Die biologische Schwankungsbreite in y pro 1 Augenteil betragt: 
Linse 4,7—18,0, Glaskérper 2,3—7,1, Netzhaut 4,3—14,1, Aderhaut 
234—1144 und Iris 6,0—20,4. Etwa in der Halfte der Falle wurden 
nicht die beiden Augen eines Tieres gemeinsam verarbeitet, sondern 
Aderhaut des rechten und linken Auges getrennt untersucht. Dabei 
ergaben sich nur relativ geringe Unterschiede im Zinkgehalt der Ader- 
haute von rechtem und linkem Auge. 

Vergleicht man die Fuchsaugen mit den in Tab.7 zusammen- 
gestellten Hundeaugen, dann zeigt sich eine sehr weitgehende Ahnlich- 
keit im Zinkgehalt von Linse und Glaskérper sowohl bei Bezugnahme 
auf 1 Augenteil als auch auf 1g Frischgewicht. Der Zinkgehalt der 
Netzhaut liegt bei Fiichsen etwas hoher als bei Hunden, die Aderhaut 
der Fiichse ibertrifft diejenige der Hunde im Zinkgehalt ganz erheblich. 
Der Mittelwert pro eine Aderhaut (s. Tab. 8) erreicht beim Fuchs fast 
das doppelte der beim Hund gemessenen Menge; bezieht man auf 1 g 
Frisch- oder auf 1 g Trockengewicht, so wird die Differenz zugunsten 
der Fiichse noch wesentlich gréBer. Wie aus der biologischen Schwan- 
kungsbreite (s. 0.) hervorgeht, belief sich der héchste, von uns fiir eine 
Aderhaut beim Fuchs gemessene Zinkgehalt auf 1144 y; das bedeutet, 
da dieses Tier in seinen beiden Aderhiuten zusammen mehr als 2 mg 
Zink besaB Der in Tab.7 angegebene Mittelwert fir y Zink/1 g 
Trockengewicht entspricht einem Zinkgehalt von 3,78% in der Trocken- 
substanz, der von uns gefundene Hochstwert betraigt 6,96%. Damit 
werden in allen Fallen die bei den Hunden (s. Tab. 7) beobachteten 
hohen Zinkwerte der Aderhaut nochmals weit iibertroffen. 

Der Zinkgehalt in den Augen des Marders ahnelt in allen Augen- 
teilen sehr den beim Fuchs (Tab. 8) gefundenen Werten, auch hin- 
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® Tab. 9. Zinkgehalt der Augen von Mardern (Mittelwerte). 











Anzahl der Zinkgehalt in y pro: 
Augenteil | untersuchten 
Augen 1 Augenteil 1 g Frischgew. | 1g Trockengeyw, 
Linse 20 4,6 10,5 21,7 
Glask6érper 20 6,5 i;0 388,0 
Netzhaut 20 4,2 43,9 691,7 
Aderhaut 20 222,0 7763,7 32199,8 
Iris 20 8,2 98,0 354,2 








sichtlich des auBerordentlich hohen Zinkgehaltes der Aderhaut. Als 
héchste Werte fir die Aderhaut beim Einzeltier fanden wir 18.710 y 
Zink/1 g Frischgewicht und 91.790 y Zink/1 g Trockengewicht. 

Aus Vergleichsgriinden untersuchten wir einige Augen von Wiesel 
und Iltis, wobei jeweils zwei Augenpaare gemeinsam aufgearbeitet 
wurden. Dabei ergab sich fiir beide Tierarten, daB nicht nur die Ader. 
haut, sondern auch die Netzhaut auffallend zinkreich sind. Wir fanden 
in der Netzhaut vom Wiesel 1.612 y Zink/l1 g Frischgewicht und 
14.995 y Zink/1 g Trockengewicht, die entsprechenden Werte beim 
Iltis beliefen sich auf 686 y Zink bzw. 5.481 y Zink. 


Tab. 10. Zinkgehalt von Katzenaugen (Mittelwerte). 











Anzahl der Zinkgehalt in y pro: 
Augenteil | untersuchten 
Augen 1 Augenteil | lg Frischgew. lJ g Trockengew. 
Linse 24 10,1 15,9 32,3 
Glask6érper 22 5, 2,2 174,0 
Netzhaut 20 20,2 108,6 1368,4 
Aderhaut 24 40,6 275,0 1991,0 
Tris 12 11,5 48,9 389,1 








Bei Katzen ist die biologische Schwankungsbreite im Zinkgehalt 
der verschiedenen Augenteile durchgingig erheblich hoher als bei den 
anderen, von uns untersuchten Tieren. Sie betraigt in y pro 1 Augenteil: 
Linse 3,3—12,6, Glaskorper 3,4—11,3, Netzhaut 2,7—82,0, Aderhaut 
8,9—90,0 und Iris 4,1—18,5. Vor allem fallt die starke Streuung der 
Zinkwerte fiir Netz- und Aderhaut auf. Dabei ist die Netzhaut pro 1 g 
Frischgewicht besonders zinkreich und iibertrifft in ihrem Mittelwert 
die Netzhaut aller anderen, von uns untersuchten Tiere, auch der 
Hunde, Marder und Fiichse (mit Ausnahme von Iltis und Wiesel). 
Demgegeniiber liegt der Mittelwert der Aderhaut fiir 1 g Frischgewicht 
und 1g Trockengewicht etwa auf gleicher Héhe wie bei Kaninchen, 
aber weit unterhalb der Hunde, Marder und Fiichse. 


Besprechung der Ergebnisse 

Ein Uberblick iiber die in den Tab. 1—10 zusammengestellten 
Mittelwerte fiir 1 g Frischgewicht zeigt, da8 sich der Zinkgehalt der 
Linsen in allen Fallen auf relativ niedrigem Niveau bewegt (6,8 bis 
12,5 y/1 g), daB der Glask6rper naturgemaB im Frischgewicht einen 
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sehr geringen Zinkgehalt (oft weniger als 1 y/1g) hat, der aber bei 
Berechnung auf Trockensubstanz erheblich ansteigen kann, z. B. bei 
Kaninchen auf 248 y/1 g Trockengewicht. Der mittlere Zinkgehalt der 
Netzhaut ist in den meisten Fallen nicht besonders hoch (9,7—17,6 y 
Zn/1 g Frischgewicht, s. Tab. 1—4), bei Hunden erreicht er 38 y, bei 
Mardern 43 y, bei Kaninchen, Hasen und Fiichsen jedoch 48—850 y, 
womit er auf der Grenze zum zinkreichen Gewebe liegt. Bei Katzen 
enthalt die Netzhaut mit einem Mittelwert von 108 y Zn/1 g Frisch- 
gewicht ungewohnlich hohe Zinkmengen, noch erheblich héhere fanden 
sich bei Wiesel und IItis (s. 0. unter Tab. 9). Damit ist von allen unter- 
suchten Siéugetieren nur die Netzhaut dieser drei Tierarten als aus- 
gesprochen ,,zinkreich“* zu bezeichnen, wenn man der in der Einleitung 
gegebenen Definition des zinkreichen Gewebes (Zinkgehalt héher als 
50 y Zn/1 g Frischgewicht) folgen will. 

Anders liegen die Verhiltnisse bei der Aderhaut: Hier bleiben 
Rehe, Rinder, Kalber, Schweine, Schafe und Ziegen unter der 50-y- 
Grenze pro 1g Frischgewicht, Wildschweine erreichen dagegen 57 y, 
Pferde 61 y, Hasen 174 y, Kaninchen 296 y, Katzen 275 y, Hunde 
1372 y, Fiichse 7000 y und Marder 7700 y Zn/1 g Frischgewicht. Be- 
sonders auffallend ist der enorme Zinkgehalt der Aderhiute von Hund, 
Fuchs und Marder, welcher den Durchschnittswert fiir die Chorioidea 
der Knochenfische (538 y Zn/1 g Frischgewicht?) ganz erheblich tiber- 
trifft. Als Héchstwerte fanden wir in der Aderhaut eines Hundes 
2340 y Zn, eines Fuchses 11.175 y Zn und eines Marders 18.710 y Zn/1 g 
Frischgewicht. Auch bei Berechnung des Zinkgehaltes der Aderhaut 
auf 1g Trockengewicht tbertreffen die mittleren Zinkwerte von 
Katzen (1991 y), Kaninchen (2000 y), Hunden (8803 y), Mardern 
(32200 y) und Fiichsen (37811 y) die der anderen untersuchten Sauge- 
tiere ganz betrachtlich. Als Maximum fanden wir bei einem Hunde 
in den Aderhauten 14.630 y Zn, bei einem Fuchse 69.620 y Zn und 
bei einem Marder 91.790 y Zn, bezogen auf 1g Trockengewicht. 
Leiner und Leiner® beobachteten bei Bodenseefischen ebenfalls 
hohe Werte, den Hochstwert erreichte die Aderhaut eines Barschs 
mit 29.600 y Zn/1 g Trockengewicht, d. s. annihernd 3% der Trocken- 
substanz. Dies reicht aber nicht an die Fuchs- bzw. Marderaugen 
heran, denn der von uns gemessene Héchstwert entspricht beim Fuchs 
fast 7°%, beim Marder rd. 9% Zn in der Trockensubstanz. 

Aus einem Vergleich mit hochmolekularen zinkreichen Natur- 
stoffen geht die ungew6hnliche Hohe des Zinkgehaltes der Aderhaut 
deutlich hervor. Schlangengift z. B. enthalt in der Trockensubstanz 
0,1—0,6% Zink, Kobragift besitzt nach Delezenne® 0,56% Zink. 
Der Zinkgehalt von kristallisiertem Insulin liegt meist bei etwa 1°%,, 
kann jedoch 2% iiberschreiten; fiir das Ferment Kohlensiure-Anhydra- 
tase wird ein Zinkgehalt von 0,31—0,34% angegeben?®, Auf ahnlicher 

® ©, Delezenne, Ann. Inst. Pasteur 33, 67 [1919]. 

10 —D. Keilin u. T. Mann, Biochem. J. 34, 1163 [1940]. 
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Hohe liegen die Durchschnittswerte fiir Aderhaut-Trockengewebe ej 
Kaninchen mit 0,2% Zink (Tab. 5), bei Katzen mit etwa dem gleichen 
Wert wie bei Kaninchen (Tab. 7) und bei Hunden mit 0,88% Zink, 
Maximalwert 1,4% Zink. Hierzu kommen die bei Knochenfischen 
in der Trockensubstanz der Aderhaut gefundenen Zinkmengen von 
0,4—3%°. Sie alle werden iibertroffen durch die Aderhaut der Fiichse 
und Marder (s.0.). Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, daB es sich 
bei der Aderhaut nicht wie bei Insulin und Carboanhydrase um reines 
Zinkproteid, sondern um vollstindiges Gewebe handelt. Die in der 
Aderhaut enthaltene reine Zinkverbindung mu8 daher noch einen 
wesentlich héheren Zinkgehalt besitzen, als ihn die Analyse der ge. 
samten Aderhaut ergibt. Die chemische Natur der Zinkstoffe in der 
Aderhaut ist bisher nicht bekannt. Um festzustellen, ob das Pigment 
der Aderhaut mit ihrem hohen Zinkgehalt in direktem Zusammenhang 
steht, untersuchten wir die Augen von Albinokaninchen. Wie aus 
Tab. 5 hervorgeht, haben diese zwar etwas geringere Zinkmengen in 
allen untersuchten Augenteilen als die pigmentierten Kaninchen, doch 
liegen die Werte durchaus in der bei Kaninchen beobachteten Schwan- 
kungsbreite. Bei Albinokaninchen liegt der Zinkgehalt der Aderhaut 
mit 246 y Zn/lg Frisch- und 1485 y Zn/l1 g Trockengewicht so weit 
iiber demjenigen anderer Siugetiere (s. Tab. 1—4) und so nahe bei 
demjenigen der_nicht-albinotischen Kaninchen, daB offenbar Pigmente 
der Aderhaut nicht fiir die hohen Zinkwerte verantwortlich sein kénnen. 

Die eingangs erwihnten beiden Arbeiten von Bowness und Mit- 
arbeitern? ® enthalten u.a. Angaben iiber den Zinkgehalt der Augen 
von Rindern, Schafen und Kaninchen, allerdings nur die Werte fiir den 
Zinkgehalt pro 1g Trockengewicht. Dadurch, daB Zinkwerte fiir 
1 Augenteil und fiir 1 g Frischgewicht nicht mitgeteilt werden, sind die 
Vergleichsméglichkeiten mit unseren Resultaten begrenzt. Weiterhin 
wird die Vergleichsméglichkeit dadurch eingeschrinkt, daB die Zahl 
der zur Mittelwertsbildung herangezogenen Augen nicht genannt wird 
und daB die Autoren keine Beleganalysen mit Zinkzusatz angeben, aus 
denen der von ihrer Methode erfaBte Zinkanteil ersichtlich wire. Diese 
Umstiinde muB man beriicksichtigen, wenn man die Werte der englischen 
Autoren mit den unsrigen vergleicht. 

Bei Rindern und Schafen stimmen die Resultate zwar nur in 
wenigen Fallen iiberein; die Differenzen sind aber so, daB sie ohne 
weiteres auf der Verschiedenheit des Tiermaterials beruhen kénnen. 
Ganz betrichtliche Abweichungen ergeben sich jedoch bei einem Ver- 
gleich der bei Kaninchen gefundenen Werte. Bei pigmentierten Kanin- 
chen stellten die englischen Autoren im Trockengewebe der Aderhaut 
466 y Zn/lg fest, wir dagegen 2000 y Zn. Bei Albinokaninchen be- 
tragen die entsprechenden Werte 86,2 bzw. 1512 y Zn/l g Trocken- 
gewicht. Im Gegensatz zu den englischen Autoren kénnen wir, wie oben 
ausgefiihrt wurde, auf Grund unserer Ergebnisse daher keinen sicheren 
Unterschied im Zinkgehalt der Aderhaut zwischen pigmentierten und 
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sj albinotischen Kaninchen erkennen. Um in dieser Frage iiberhaupt zu 
n sicheren SchluBfolgerungen zu kommen, muB8 geklart werden, weshalb 
gerade bei der Aderhaut der Kaninchen die Werte der englischen Unter- 
n sucher in ihrer absoluten Héhe von den unsrigen, durch Kontroll- 
2 versuche gesicherten Werten, so auffallend ,stark abweichen. Da die 
e englischen Autoren in der Aderhaut bei pigmentierten Kaninchen 
1 weniger als ein Viertel, bei Albinokaninchen weniger als 1/,, des von uns 
S beobachteten Zinkgehaltes finden, so dirfte es fraglich sein, ob Unter- 
r schiede im Tiermaterial zur Erklarung dieser Differenz hier noch heran- 
L gezogen werden k6nnen. 

In der vorliegenden Arbeit sind wir nicht auf die Frage nach der 
histologischen Lokalisierung des Zinks und auf die Natur des zugrunde- 


liegenden Zinkstoffes eingegangen. Uber diesbeziigliche Untersuchungen 
werden wir in Kirze berichten. 
Herrn stud. med. Dietrich Eberhagen danken wir fiir verstandnisvolle 


| und fleiBige Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Der Zinkgehalt von Linse, Glaskorper, Netzhaut, Aderhaut, zum 
Teil auch der Regenbogenhaut, wurde in den Augen folgender Siuge- 
tiere bestimmt: Pferd, Reh, Rind und Kalb, Schwein, Wildschwein, 
Schaf, Ziege, Kaninchen, Hase, Hund, Fuchs, Marder, Wiesel und 
Katze. Die Zinkwerte von einem Augenteil, von 1 g Frisch- und von 
1g Trockengewebe werden auf Grund einer groBeren Zahl untersuchter 
Augen als Mittelwerte angegeben. Fiir den Zinkgehalt eines Augenteiles 
wird auBerdem die jeweilige biologische Schwankungsbreite mitgeteilt. 

Bezeichnet man ein Organ mit mehr als 50 y Zink/1 g Frischgewicht 
als ,,.zinkreich“, so geh6ren Linse und Glask6rper bei allen untersuchten 
Tieren nicht zu den zinkreichen Geweben, auch die Netzhaut enthalt 
nur bei Katze, Wiesel und IlItis eine die 50-y-Grenze weit tibersteigende 
Zinkmenge, wihrend sie bei Kaninchen, Hasen, Mardern und Fichsen 
knapp unter der 50-y-Grenze liegt. 

Dagegen zeigt die Aderhaut bei Katzen, Kaninchen, Hasen, 
Hunden, Fiichsen und Mardern Zinkwerte, welche ganz erheblich hoher 
liegen als die entsprechenden Werte aller anderen untersuchten Siuge- 
tiere. Den héchsten Zinkgehalt besitzt die Aderhaut beim Hund, 
Marder und Fuchs; es wurden beim Hund Werte bis zu 1,46% Zink in 
der Trockensubstanz bzw. 483 y Zn in einer Aderhaut und 2340 y Zn/1¢ 
Frischgewicht, gefunden, beim Fuchs bis zu 6,9% Zn in der Trocken- 
substanz bzw. bis zu 1144 y Zn in einer Aderhaut und 11.175 y Zn/1 g 
Frischgewicht, beim Marder bis zu 9,1°, Zn in der Trockensubstanz 
baw. bis zu 18.710 y Zn/1 g Frischgewicht. 

Ein Vergleich des Zinkgehaltes der Aderhaut von pigmentierten 
mit demjenigen von albinotischen Kaninchen ergab keine signifikanten 
Differenzen. 
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Bestimmung stationaérer Triosephosphat-Konzentrationen 
in lebender Hefe. Ein Beitrag zum Mechanismus des Pasteur-Effektes* 


Von 
r) 
Helmut Holzer und Erika Holzer 
Aus der Biochemischen Abteilung des Instituts fiir Organische Chemie der Universitét Miinciien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Februar 1953) 


Nach F. Lynen?? reguliert das Adenylsiuresystem (anorganisches 
Phosphat + Adenosindiphosphat + Adenosintriphosphat) den Kohlen-. 
hydratumsatz in der Zelle. Hierbei ist das steuernde Ventil die von cer 
Konzentration an anorganischem Phosphat abhangige Geschwindigkcit 
der Triosephosphatdehydrierung. Mit dieser Vorstellung wird der 
Pasteur-Effekt verstaindlich?. Da unter aeroben Bedingungen lie 
Phosphorylierungsreaktionen wesentlich intensiver sind als unter 
anaeroben Bedingungen, fiihrt dies bei gleichbleibender Intensitat der 
Dephosphorylierungsprozesse zu einer Erniedrigung der stationiren 
Konzentration an anorganischem Phosphat und damit zu einer Ver- 
langsamung der Triosephosphatdehydrierung, die ihrerseits zu einer 
Verringerung des Kohlenhydratdurchsatzes Anla8 gibt. Lynen konnte 
seine Uberlegungen durch Analyse stationirer Konzentrationen an 
anorganischem Phosphat'* und Messung der Kinetik der Phos- 
phorylierungs- und Dephosphorylierungsvorginge bei Hefezellen* 
experimentell begriinden. 


Besteht diese Erklirung des Pasteur-Effektes zu Recht, so 
muBte unter aeroben Bedingungen eine Aufstauung des Substrates 
der Triosephosphatdehydrase erfolgen, d.h. die stationiire Konzen- 
tration an Phosphoglycerinaldehyd miiBte aerob héher sein als anaerob. 
Bei Studien tiber die Kinetik der Jodessigsiurehemmung von isolierter 
Triosephosphatdehydrase*® haben wir eine Abhingigkeit der Hemmung 
von der Konzentration an Phosphoglycerinaldehyd gefunden und be- 
sitzen damit die Méglichkeit, durch manometrische Messung der Jod- 
essigsiurehemmung an intakten Hefezellen Aussagen iiber die stationiire 
Konzentration an Phosphoglycerinaldehyd im Zellsaft zu machen. Es 
ergab sich, wie dies die Theorie von Lynen fordert, eine unter aeroben 
Bedingungen erhéhte Phosphoglycerinaldehyd-Konzentration. Dieses 


* Uber die vorliegenden Versuche wurde am 26. 9. 1952 bei der Tagung der 
Deutschen Gesellschaft fiir Physiologische Chemie in Hamburg unter 
dem Thema ,,Uber Regulationsmechanismen in der lebenden Zelle, insbesondere 
den Pasteur-Effekt‘ vorgetragen. 

1 F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 546, 120 [1941]. 

2 F. Lynen, Naturwiss. 30, 398 [1942]. 

3-H. Holzer u. F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 569, 138 [1950]. 

4 F.Lynen u. R. Koenigsberger, Liebigs Ann. Chem. 573, 60 [1951]. 
5 H. Holzer u. E. Holzer, diese Z. 291, 67 [1952]. 
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Ergebnis konnte durch direkte enzymatische Bestimmung von Phospho- 
glycerinaldehyd in Hefezellen bestatigt werden. 


Methoden 


1. Manometrische Messungen. Atmungs- und Garungsmessungen wurden 
mit der manometrischen Methode nach Warburg durchgefiihrt unter Verwendung 
von gewaschener Backerhefe der Hefefabrik Oberkotzau. Die fiir die Hemm- 
versuche benétigte Jodessigsiure wurde nach Abderhalden und Guggenheim® 
dargestellt, zweimal aus Petrolather umkristallisiert (Schmp. 83°) und nach dem 
Lésen auf py 5,4 mit NaOH neutralisiert. 

2. Bestimmung von Fructosediphosphat,Phosphoglycerinaldehyd 
und alkalilabilem Phosphat. Die Hefeansitze (im allgemeinen 15—20°, 
Backerhefe in m/10-Citratpuffer py 5,4) wurden durch Zusatz von 3/,, Volumen 
50-proz. Trichloressigsiure abgestoppt, das Filtrat mit 5-n. NaOH in der Kalte 
neutralisiert und in aliquoten Anteilen Fructosediphosphat mit kristallisierter 
Muskelaldolase nach Cori’ und Phosphoglycerinaldehyd mit kristallisierter Triose- 
phosphatdehydrase’ nach Warburg® spektrophotometrisch bestimmt. Zur 
Fructosediphosphatbestimmung wurde 1 ml neutralisiertes Filtrat mit 1 ml 
m 10-Glykokoll-m/10-KCN-Lésung, py 9,0, und 90y krist. Muskelaldolase (in 
0,02 ml gesattigter Ammonsulfatlésung) 20 Min. bei 30° inkubiert. Kolorimetrische 
Messung?® des in 1-n, NaOH nach 20 Min. abspaltbaren Phosphates vor und 
nach Inkubation mit Aldolase ergibt die Fructosediphosphatmenge. Kontroll- 
versuche ergaben, daB «-Glycerophosphat, ATP, Embden-Ester, ATP-+ Embden- 
Ester, ATP+ Glucose, Citrat und Pyruvat den Test nicht stéren. Bei Verwendung 
von 15—20-proz. Hefesuspensionen liegen in 1 ml neutralisiertem Filtrat etwa 
60 PO, als Fructosediphosphat vor. Diese Menge kann exakt neben den bei 
stationirer Atmung oder Garung vorliegenden 50—150y anorganischen Phos- 
phates gemessen werden. Das alkalilabile Phosphat wurde als Differenz des 
anorganischen Phosphates vor und nach Behandlung des Filtrates mit 1-n. NaOH 
erfaBt. Zur Phosphoglycerinaldehydbestimmung wurden 9ml auf p;; 9 
neutralisiertes Filtrat mit DPN (4mg vom Reinheitsgrad 0,7), Arsenat (Knd- 
konzentration m/100), Wasser und 0,3 ml 3-m. Glykokoll-NaOH-Puffer, py, 9,0, 
auf 11 ml aufgefiillt. Die DPN-Hydrierung begann nach Zusatz von 0,1 ml Triose- 
phosphatdehydrase-Lésung in 0,3-m.Glykokoll-NaOH, py 9,0 (enthaltend 1 mg 
krist. Triosephosphatdehydrase aus Kaninchenmuskel) und wurde bei 366 mu 
gemessen. Bei dieser Wellenlange betragt die Absorption des hydrierten Cofermentes 
zwar nur 60% derjenigen bei 340 my, aber die stérende Absorption des schwach 
gelb gefarbten Hefefiltrates fallt wesentlich weniger ins Gewicht. Die Schicht- 
dicke der Kiivetten betrug 3 cm, die Reaktion war nach 3—6 Min. bei Zimmer- 
temperatur beendet. Zur Kontrolle wurde ein Parallelansatz ohne DPN und 
Arsenat durchgefiihrt. Es ergaben sich keine oder nur minimale Extinktions- 
anderungen im Verlauf von 6 Min. Die geringe Absorption der konzentrierten 
Proteinlésung wurde bei der Berechnung der Extinktionsinderung beriicksichtigt. 
Aktivierung des Enzyms mit Cystein oder Glutathion unterblieb, da diese SH- 
Verbindungen mit den Inhaltsstoffen des Hefeextraktes nicht-enzymatisch 
reagieren, wobei Absorptionsinderungen bei 366 mu auftreten. Eine ausfiihrliche 
Beschreibung der Bestimmungsmethoden mit Kontrollversuchen findet sich bei 
Holzer", 


6 E. Abderhalden u. M. Guggenheim, Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 2853 
[1908]. 

* I. F. Taylor, A. A. Greenu. G. T.Cori, J. biol. Chemistry 173, 591 [1948]. 

8 G. T. Cori, M. W. Slein u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 173, 605 [1948]. 

® O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 303, 40 [1939]. 

10 M. Martland u. R. Robison, Biochem. J. 20, 848 [1926]. 

 H. Holzer, Habilitationsschrift, Miinchen, Juli 1952. 
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Ergebnisse 
1. Manometrische Versuche 


Bei spektrophotometrischen Experimenten mit krist. Triose- 
phosphatdehydrase® haben wir beobachtet, da Phosphoglycerin. 
aldehyd das Protein vor der inaktivierenden Wirkung der Jodessig- 
siure schiitzt. Die Schutzwirkung ist auf Bildung einer Aldehyd- 
S-Gruppierung des Substrates mit den freien SH-Gruppen der Triose- 
phosphatdehydrase zuriickzufiihren. Dadurch werden die SH-Gruppen 
dem Zugriff der Jodessigsiure entzogen. Ubertragt man die Befunde 
am isolierten Enzym auf intakte Hefezellen, so ergibt sich, daB lie 
Kinetik der Triosephosphatdehydrase-Hemmung durch Jodessigsiiure 
von der jeweils vorhandenen stationiren Konzentration an Phosphio- 
glycerinaldehyd abhangig sein muB. Tritt die Hemmung der Triose- 
phosphatdehydrase langsam ein, so liegt eine relativ hohe Konzen- 
tration an Phosphoglycerinaldehyd vor, tritt sie schnell ein, so ist die 
schiitzende Konzentration an Phosphoglycerinaldehyd gering. Am 
einfachsten kann das AusmaB der Triosephosphatdehydrase-Hemmung 
in lebenden Hefezellen durch die Giarungsaktivitaét gemessen werden. 
Untersuchungen mit Macerationssaft!! sowie mit isolierten Enzymen® 
haben ergeben, daB Triosephosphatdehydrase das gegen Jodessigsiure 
weitaus empfindlichste Enzym der Giarungskette ist, woraus man 
schlieBen muB, daB die Garungshemmung durch Jodessigsiéure mit 
dem Ausmaf der Triosephosphatdehydrase-Hemmung parallel geht. 
Hierfir ist weiterhin Voraussetzung, daf} das Triosephosphatdehydrase- 
System bei giirenden Hefezellen voll ausgelastet ist. Spektrophoto- 
metrische Triosephosphatdehydrase-Aktivitatsmessungen an mit fliissiger 
Luft behandelten Hefezellen ergaben, dai dies tatsachlich zutrifft. 
Im Gegensatz dazu wird bei atmenden Hefezellen unter Beriicksichtigung 
der aeroben Garung das Triosephosphatdehydrase-System nur zu etwa 
50° seiner Kapazitait ausgeniitzt. 

LaBt man Jodessigsiure unter aeroben und anaeroben Bedingungen 
auf zwei parallele Hefeproben, die stationir atmen bzw. giren, ein- 
wirken, wascht dann gleichzeitig aus beiden Proben die Jodessigsiure 
mit viel Wasser auf der Zentrifuge aus und bestimmt manometrisch 
nach Zusatz von Glucose die GirungsgréBe der beiden Hefeproben, 
so ergibt sich das in Abb. 1 wiedergegebene Bild; aerob ist die ver- 
bleibende Garung etwa 40—50°%, hdher als anaerob. 


In 2 Erlenmeyerkolben wurden je 2 ml 10-proz. frische Hefesuspension mit 
4 ml m/2-Citratpuffer, py 5,4, 1 ml 40-proz. Glucoselésung und Wasser auf 14,25 ml 
aufgefillt. Bei Kolben 1 wurden zur Herstellung anaerober Bedingungen 0,15 ml 
m/10 KCN zugesetzt. Nach 25 Min. Schiitteln bei 19° wurden je 0,75 ml m/10- 
Jodacetat dazu pipettiert und nach weiteren 25 Min. die Hefe auf der Zentrifuge 
mit kaltem destill. Wasser mehrmals gewaschen und auf 10 ml resuspendiert. 
Je 1 ml der Hefesuspension (enthaltend 20 mg Hefe) wurde in Warburg- Gefabe 





2 E.S8.G. Barron, Advances in Enzymol. 11 [1951]. 
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pipettiert und mit Citratpuffer, Glucose und KCN (Endkonzentrationen wie bei 
Kolben 1) auf 1,5 ml komplettiert. Die an den Manometern beobachtete CO,- 
Entwicklung (T = 19°) ist in der Abb. wiedergegeben. Als Kontrolle diente ein 
GefiB mit 20 mg frischer, unbehandelter Hefe. 

Nachdem die Hemmung der Triosephosphatdehydrase in einer 
irreversiblen Alkylierung von SH-Gruppen besteht, wird durch das 
Waschen der Hefezellen das momentane Ausmaf der Inaktivierungs- 
reaktion fixiert. Die bei der anschlieBenden Giarungsmessung beob- 
achtete CO,-Entwicklung ist demnach ein MaB fiir die Inaktivierung 
und damit fiir die mehr oder weniger schiitzende stationare Phospho- 
glycerinaldehyd-Konzentration. Aus den in Abb. 1 wiedergegebenen 
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Min.—> 
Daten folgt dann, daB die stationire Phosphoglycerinaldehydkonzen- 
tration aerob gréBer ist als anaerob, wie dies die Theorie von Lynen 
fordert. 

Eine quantitative Berechnung der fiir den Schutzeffekt notwendigen 
Phosphoglycerinaldehyd-Konzentration (und damit der bei der Jod- 
essigsiure-Einwirkung vorliegenden stationiren Konzentration) ist auf 
Grund unserer spektrophotometrischen Versuchsdaten® nicht mdglich, 
da wir nur die Triosephosphatdehydrase aus Kaninchenmuskel ein- 
gehend untersucht haben. Die Daten eines orientierenden Versuches mit 
Triosephosphatdehydrase aus Hefe (I. c.°, S.79) zeigen aber, daB ein 
Schutzeffekt bei einer Konzentration von etwa 10-4-m. d-3-Phospho- 
glycerinaldehyd zu erwarten ist. Diese Zahl stimmt gréBenordnungs- 
mabig tiberein mit den direkt gemessenen stationiren Phosphoglycerin- 
aldehyd-Konzentrationen in girender und atmender Hefe (siehe Ab- 
schnitt 2). 

2. Enzymatische Analyse stationirer Zwischenstoff- 
konzentrationen 

SchlieBt man Hefezellen mit Trichloressigsiure auf, so kann in 
dem enteiweiBten, neutralisierten Filtrat mit geniigend empfindlichen 
und spezifischen Testmethoden die Konzentration an im Augenblick 
des Trichloressigsiure-Zusatzes vorhandenen Zwischenstoffen bestimmt 
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werden. Beniitzt man die von Conway?® gemessenen Daten iiber § 


spezifisches Gewicht und Packungsdichte von Hefezellen, so kénnen 
die gefundenen Werte auf den in den Zellen vorhandenen Zellsaft um. 


gerechnet werden. Wir haben auf diese Weise die in den Tabellen | : 


bis 3 wiedergegebenen Konzentrationen an Fructosediphosphat, Phos. 
phoglycerinaldehyd und alkalilabilem Phosphat im Zellsaft stationar at. 
mender und girender Hefezellen aus unseren Analysen berechnet. 

O. Meyerhof und Mitarb."4 haben mit Kaninchenmuskelextrakten* 
die Gleichgewichtskonstanten fiir die Reaktionspartner des Zymohexase. 
Systems (Aldolase + Isomerase) bestimmt. 


Fructose-1,6-diphosphat 
(FDP) 


(Aldolase) 


3-Phosphoglycerinaldehyd + Dioxyacetonphosphat 
A q | | 


(Isomerase) 


Bei 15° ergibt sich fiir das Aldolasegleichgewicht 


PGA-DAP is 
K Aldolase = FDP = 0,045-10-3 (Mole/l) 
und fiir das Isomerasegleichgewicht 
DAP 
K isomerase = PGA = 22. 


Hieraus laBt sich die Dioxyacetonphosphat- und Phosphoglycerin- 
aldehyd-Konzentration berechnen, die im thermodynamischen Gleich- 
gewicht mit einer gewissen Fructosediphosphat-Konzentration steht: 

(1) chap =V Kiromerase’X siaotaseV Sepp = 3:16-10-*-) ¢ppp (Mole/!) 

(Il) cpGa = 0,045-cpap 
(111) Choa = =| Ku ia Pn" | a = 1,42:10-*-| Crs (Mole//) 

Die berechneten Werte sind in Tab. 1 neben den experimentell 
gefundenen Werten eingetragen. Man ersieht aus den Daten, daB die 
PGA- und DAP-Konzentrationen etwa 35—45°% niedriger sind als es 
dem thermodynamischen Gleichgewicht entspricht. Beriicksichtigt 
man die in Tab. 3 niedergelegte MeBreihe, bei der alkalilabiles Phosphat 


13K. J. Conway u. M. Downey, Biochem. J. 47, 347 [1950]. 

4 0. Meyerhof u. R. Junowicz-Kocholaty, J. biol. Chemistry 149, 71 
[1943]. 

* Die thermodynamischen Daten sind unabhaingig von der Art des Kataly- 
sators, so daB MeBergebnisse aus Versuchen mit Kaninchenenzymen ohne weiteres 
auf die zu erwartenden Gleichgewichte in Hefe usw. iibertragen werden kénnen. 
Dagegen ist zu beachten, daB Enzyme derselben Stoffwechselfunktion aus ver- 
schiedenen Tierarten in ihren reaktionskinetischen Eigenschaften verschieden 
sind oder sein kénnen. 
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Tab. 1. Stationére Konzentration der Reaktionspartner des Zymohexase-Systems 
im Zellsaft von mit Glucose inkubierter Hefe (Mole/I). 

Ansiitze: 20% Hefe, 4% Glucose, m/10 Citratpuffer py 5,4. 30 Min. bei 15° unter 

0, bzw. H, auf der Maschine geschiittelt, dann mit Trichloressigsiure versetzt 
und aufgearbeitet wie unter ,,Methoden“ beschrieben. 





Dioxyacetonphosphat d-3-Phosphoglycerinaldehyd 
Fructose- (DAP) (PGA) 
diphosphat (best. als (ber. aus 


(FDP) alkalilabiles (ber. nach (spektro- DAP-Kon- 


(analyt. best.)!] phosph Gl. I aus photome- ; 
phat- . zentration 
PGA) FDP-Konz.) |} trisch best.) nach GI. 11) 























Aerob 25 - 10-4 10- 10-4 16 - 10-4 0,4-10-4 | 0,45- 10-4 
Anaerob 7ego-* 7-10-4 13 - 10-4 0,3-10-4 | 0,32 - 10-4 





neben Fructosediphosphat bestimmt wurde (die Abweichung vom 
theoretischen Wert betrigt hier nur etwa 10%), und bedenkt man, daB 
bei der Gewinnung des Trichloressigsiurefiltrates sowie insbesondere 
bei der anschlieBenden Neutralisation eine teilweise Hydrolyse der 
Triosephosphate unvermeidlich ist, waihrend bei der Bestimmung von 
alkalilabilem Phosphat als Differenz gegen das sdiurestabile Phosphat 
(Tab. 3) diese Fehlerquelle wegfallt, so darf aus unseren MeBdaten 
gefolgert werden, daB in stationir Glucose umsetzenden Hefezellen die 
Reaktionspartner des Zymohexase-Systems im Gleichgewicht stehen 
oder zumindest nicht weit davon entfernt sind. Dies bedeutet, daB die 
Anlieferung von Fructosediphosphat und der Weiterverbrauch an 
Phosphoglycerinaldehyd mit geringerer Geschwindigkeit erfolgen als 
der Kapazitit des Zymohexase-Systems entspricht, d.h. das Zymo- 
hexase-System ist fiir den Kohlenhydratabbau nicht geschwindigkeits- 
bestimmend. 


Tab. 2. Stationire Konzentration an Fructosediphosphat im Zellsaft von Hefe 
(Mittelwerte aus 9 Versuchen). 
Ansitze wie bei Tab, 1. Bei 8 Versuchen wurden anaerobe Bedingungen durch 
Zusatz von KCN (Endkonzentration m/1000) hergestellt. Die Ergebnisse unter- 
schieden sich nicht von Versuchen mit Wasserstoff als Gasphase ohne Zusatz 
von KCN. 





Aerob Anaerob 
(mit Glucose) (mit Glucose) 





Mole Fructosediphosphat | iii ets 
pro Zellsaft 24-104 16,5-10-4 


Die Ubereinstimmung der gefundenen stationéren Konzentrationen 
mit den aus dem Gleichgewicht zu fordernden Konzentrationen beim 
System Dioxyacetonphosphat-Phosphoglycerinaldehyd (siehe die beiden 
letzten Spalten in Tab. 1) spricht dafiir, daB der fiir alkalilabiles Phos- 
phat gefundene Wert mit der Summe PGA + DAP identifiziert werden 
kann. Hiermit steht im Einklang, daB keine andere Zwischensubstanz 
der alkoholischen Giarung bekannt ist, deren Phosphatgruppen gegen 
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5-proz. Trichloressigsiure und Molybdat bei Zimmertemperatur be- 
stindig und gegen 1-n. Alkali labil sind, und da8 weiterhin die Aktivivat 
der Triosephosphatisomerase im Hefemacerationssaft etwa 50-mal 
hdher ist als die der Aldolase’. 


Tab. 3. Stationire Konzentration an Fructosediphosphat und_alkalilabilem 
Phosphat (Triosephosphat). 
Mittelwerte aus 4 Versuchen. Konzentrationen in Molen// Zellsaft. Ansiatze wie 
bei Tab. 1 und 2. 





Fructosediphosphat 5a a Alkalilabiles Phosphat 
D Alkalilabiles Phosphat bec, wes Fe eae Ck 1 


(analyt. best.) (analyt. best.) und III 





Aerob 24-10~4 15,0 - 10-4 16,3 - 10-4 
Anaerob 16,5 - 10-4 12,1 - 10 13,4: 1074 


Zum Pasteur-Effekt ergeben sich aus den in Tab. 1, 2 u. 3 nieder- 
gelegten Daten zwei bedeutsame Aspekte: 

1. Das Vorliegen des Gleichgewichts bei der Aldolasereaktion bzw. 
die aerob und anaerob im gleichen Sinne gleich groBe Abweichung 
vom theoretischen Wert macht es unwahrscheinlich, dab, wie von 
Warburg! postuliert, die Regulation des Kohlenhydratumsatzes bei 
der Aldolase einsetzt. Wiirde Sauerstoff durch Oxydation des Co- 
fermentes der Hefealdolase (Fe!!) die Aldolasereaktion hemmen, so 
miiBte sich dies als Anstauung des Fructosediphosphates gegentiber dem 
Gleichgewicht auBern. Wir finden aber keine solche fiir Aerobiose 
typische Anstauung* und halten es deshalb fiir unwahrscheinlich, da8 
Aldolase den Kohlenhydratumsatz im Sinne des Pasteur-Effektes 
reguliert. 

2. Die stationair unter aeroben Bedingungen erhéhte Konzentration 
an Phosphoglycerinaldehyd (Tab. | u. 3) und parallel dazu an Fructose- 
diphosphat (Tab. 2) spricht fiir die Theorie von Lynen und steht im 
Einklang mit den im ersten Abschnitt mitgeteilten Folgerungen aus dem 
Verlauf der Jodessigsiurehemmung. 

Herrn Prof. Dr. F. Lynen danken wir auch an dieser Stelle fiir wertvolle 
Diskussionen und fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes (E. H.). 


1 OQ. Meyerhof, The Enzymes, Academic Press, N. Y. 1951, Band II, 
Teil I, S. 162. 

16 O. Warburg, Schwermetalle als Wirkungsgruppen von Fermenten. 
Saenger, Berlin 1946, S. 82 u. 166; Wasserstoffiibertragende Fermente, Saenger, 
Berlin 1948, 8. 52—53. 

* Anm. b.d. Korr.: Nach Theorell u. Bonnichsen (Vortrag Bonnichsen 
beim 4. Kolloquium der Physiologisch-Chemischen Gesellschaft in Mosbach, Baden 
18. 4. 1953) ist die Gleichgewichtskonstante des Alkoholdehydrase-Systems von der 
Proteinkonzentration abhaingig. Nachdem in Hefe Triosephosphat- und Aldolase- 
Konzentration von gleicher GréBenordnung sind, wird man auch beim Zymohexa «e- 
system mit solchen Effekten rechnen miissen. Wir legen deshalb besonderen Wert 
auf die Feststellung, daB keine typischen Unterschiede der Fructosediphos- 
phat-Triosephosphat-Relation bei Aerobiose und Anaerobiose vorliegen. 
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Zusammenfassung 


1. d-3-Phosphoglycerinaldehyd schiitzt die SH-Gruppen der Triose- 
phosphatdehydrase vor der Alkylierung und damit Inaktivierung durch 
Jodessigsiure. Diese Schutzwirkung geht der Konzentration an Phospho- 
glycerinaldehyd parallel, wodurch die Geschwindigkeit der Jodessig- 
siure-Inaktivierung von Triosephosphatdehydrase in lebenden Hefe- 
zellen als MaB fiir die jeweils vorhandene stationaére Phosphoglycerin- 
aldehydkonzentration beniitzt werden kann. Zur Messung der Triose- 
phosphatdehydrase-Aktivitat eignet sich die GarungsgréBe der Zellen, 
da Triosephosphatdehydrase das gegen Jodessigsiure weitaus empfind- 
lichste Enzym der Garungskette ist und das Triosephosphatdehydrase- 
System bei der Garung voll ausgelastet ist. 

2. Mit dieser Methode wurde gezeigt, daB mit Glucose inkubierte 
Hefezellen unter aeroben Bedingungen eine hohere stationire Phospho- 
glycerinaldehyd-Konzentration aufweisen, als unter anaeroben Be- 
dingungen. 

3. Direkte enzymatische Bestimmung der Phosphoglycerinaldehyd- 
Konzentration bestitigte dieses Ergebnis und ergab folgende Konzen- 
trationen im Zellsaft der Hefezellen: 0,4 + 10-* Mole// aerob und 0,3-10-4 
Mole/l anaerob. 

4. Die unter 2. und 3. genannten Befunde sind weitere Argumente 
fiir die von Lynen gegebene Erklirung des Mechanismus des Pasteur- 
Effektes: die Triosephosphat-Dehydrierung ist das regulierende Ventil 


des Kohlenhydratdurchsatzes. Aerob liegt weniger anorganisches 
Phosphat vor als unter anaeroben Bedingungen. Dadurch kann die 
Triosephosphat-Dehydrierung und damit der Kohlenhydratabbau nur 
langsam erfolgen und es staut sich Phosphoglycerinaldehyd an. 
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Zur Kenntnis des Gehirnlecithins 
Von 
E. Klenk, H. Debuch und H. Daun 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Kéin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Februar 1953) 


Die vor kurzem! durchgefiihrte Untersuchung der Kephalin- 
fraktion des Gehirns ergab, daB die darin in reichlichen Mengen vor- 
kommenden Acetalphosphatide sich in der Colaminfraktion stark an- 
reichern. Unter Zugrundelegung der Feulgenschen Acetalphosphatid- 
formel muBte hier etwa die Hilfte des Gesamtphosphors als Acetal- 
phosphatidphosphor vorliegen. Demgegeniiber war der Acetalphos- 
phatidgehalt der Serinkephalinfraktion wesentlich geringer. Die Unter- 
suchung lieB aber kaum einen Zweifel dariiber, daB im Gehirn neben den 
colaminhaltigen auch serinhaltige Acetalphosphatide vorkommen. 

Um festzustellen, ob auch cholinhaltige Acetalphosphatide im 
Gehirn vorhanden sind, haben wir die Untersuchung noch auf die 
Lecithinfraktion ausgedehnt. Die Wahrscheinlichkeit, sie anzutreffen, 
schien zunichst sehr groB, da das nach Abtrennung der Hauptmenge 
des Kephalins verbliebene Rohlecithin, welches allerdings noch keines- 
wegs kephalinfrei war, einen fast ebenso hohen Plasmalgehalt (9—14%) 
hatte wie die Colaminkephalinfraktion. Das daraus nach der alten 
klassischen, von Pangborn? wesentlich verbesserten und verein- 
fachten Methode iiber die Cadmiumchloridverbindung dargestellte 
kephalinfreie Lecithin (I) gab jedoch tiberraschenderweise eine negative 
Plasmalreaktion. Da immerhin die Méglichkeit besteht, daB mit dieser 
Methode etwa vorhandene cholinhaltige Acetalphosphatide nicht mit- 
erfaBt werden, haben wir die Reindarstellung des Lecithins auBerdem 
noch nach dem neuen chromatographischen Verfahren von Hanahan 
und Mitarb.* durchgefiihrt, mit dessen Hilfe uns* der Nachweis von 
cholinhaltigen Acetalphosphatiden im Herzmuskel gelang. Das so 
gewonnene Lecithinpriparat (II) war ebenso wie das erste praktisch 
acetalphosphatidfrei. Daraus ergibt sich, daB das Gehirn (Mensch) 
im Gegensatz zum Herzmuskel (Rind) cholinhaltige Acetalphosphatide 
nicht oder nur spurenweise enthalt. 

Bei dieser Gelegenheit haben wir ebenso wie friiher bei den Kephalin- 
fraktionen auch die Zusammensetzung des aus den beiden Lecithin- 


1 KE. Klenk u. P. Bohm, diese Z. 288, 98 [1951}. 

2M. C. Pangborn, J. biol. Chemistry 137, 545 [1940]. 

3D. J. Hanahan, M. B. Turner u. M. E. Jayko, J. biol. Chemistry 192, 
623 [1951]. 

4 ¥E. Klenk u. G. Gehrmann, diese Z. 292, 110 [1953]. 
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priparaten abgespaltenen Fettsiuregemischs bestimmt. Wie die Tab. 1 
zeigt, stimmen die gefundenen Werte weitgehend tiberein. Nach der 
Art der Darstellung wire zu erwarten gewesen, daB gegeniiber dem 
urspriinglichen Lecithingemisch sich im Praparat I die schwerer 1és- 
lichen, gesattigteren Lecithine, im Priparat II dagegen umgekehrt 
die leichter léslichen, ungesittigteren Lecithine anreichern widen. 
Da wesentliche Unterschiede nicht gefunden wurden, diirften die 
isolierten Priparate in ihrer Zusammensetzung auch ungefaéhr dem 
urspriinglich im Gehirn vorliegenden Lecithingemisch entsprechen. 
Die Tab. 1 enthalt zum Vergleich auch noch die frither! bei den 
Kephalinfraktionen gefundenen Werte. Besonders hervorzuheben ist, 
daB im Lecithin unter den gesittigten Fettsiuren Palmitinsaéure, im 
Serinkephalin dagegen Stearinsiiure vorherrscht, waihrend das Colamin- 
kephalin in dieser Hinsicht eine Mittelstellung einnimmt. Im tibrigen 
ist beim Vergleich der Zahlen zu beriicksichtigen, daB vor allem dic 
Unterschiede im Gehalt an hochungesittigten Cy - und Cy-Séuren 
bei den beiden Kephalinfraktionen wenigstens teilweise das Ergebnis 
einer gewissen Fraktionierung bei der Isolierung der Praparate sein 
dirften?. 
Tab. 1. Zusammensetzung des Fettsiiuregemischs der Esterphosphatide des Gehirns 
in % der Gesamtfettsiuren. 





Gesittigte Fettsiuren 


Ci, | Cis | Cys | Coo | Coo 








Lecithin I — | 27,6] 81] 1,2] —| 3,7| 47,9 
Lecithin II 0,1 | 30,1 | 10,3 é ‘ 46,0 
Serinkephalin — 3,2 | 32,7 - — | 51,6 
Colaminkephalin | Spur] 9,7 | 9,7 é 9| 2,3] 34,7 





Darstellung der Lecithinpraparate 

Als Ausgangsinaterial diente der bei der Darstellung des Rohkephalins?! in 
Lésung verbliebene Anteil der Glycerinphosphatide. Aus der im Vakuum stark 
eingeengten Lésung wurde das Phosphatid mit Aceton ausgefallt (Rohlecithin). 

I. 4,230 (5,655) mg: 0,74 (0.93) cem »/100-HCl (Mikro-Kjeldahl), — 2,590 
(3,750) mg: E = 0,444 (0,699), d = 0,5 cm, F° = 0,0748, entspr. 0,0664 (0,1045) mgP 
(nach Teorell)5. — 1,050 (0,815) mg: Io == 0,076 (0,079). Verdiinnung 1 : 5000, 
F = 175 (nach Feulgen und Mitarb.*). — 10,6 (25,5) mg: E = 0,137 (0,312), 
d=2cm, F = 13,07, entspr. 0,895 (2,039) mg Cholin (nach Brante’). 

Gef.: N 2,45 (2,30)%, P 2,56 (2,78)%, Plasmal 13,3 (13,8)% (ber. als Dimethy|- 
acetal), Cholin 8,45 (8,00)°4 oder Cholin-N 0,95°,. 

II. 5,483 (7,430) mg: 0,697 (0,997) cem »/100-HCl. — 1,253 (1,634) me: 
E = 0,582 (0,772), d = 1 em, F = 0,0778. — 49,21 (40,57) mg: E = 0,277 (0,183), 
d = lem, F 12,95 (16,95) — 1 cem einer Emulsion, die 0,942 (0,978) mg Ge- 
samt-N enthalt: 0,783 (0,792) ccm N, (20°, 760 mm Hg), entspr. 0,490 (0,495) mg 
NH,-N (van Slyke). — 1,161 (1,930) mg: Verdiinnung 1 : 1000, E = 0,732 (0,739). 

5 T. Teorell, Biochem. Z. 230, 1 [1931]. 

° R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 

? G. Brante, Biochem. Z. 805, 136 [1940]. 
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Gef.: N1,78 (1,88)%, P 3,61 (3,68)%, Cholin 7,3 (7,6)% oder Cholin-N 
46,1 (48)% des Gesamt-N, NH,-N 51 (52)% des Gesamt-N, Plasmal 9,1 (9,2)°% 
(ber. als Dimethylacetal). 

a) Nach Pangborn?. Das getrocknete Rohlecithin (I) wurde der Vorschrift 
entsprechend in abs. Alkohol aufgenommen, wobei ein Teil der Substanz ungelést 
zuriickblieb. Ausfallung des Lecithins als Cadmiumchloridverbindung, Entfernung 
yon atherléslichen Beimengungen und Reinigung mit der Petrolather-Alkohol- 
methode. Aus 234g Rohlecithin erhielt man 76g der gereinigten, rein weiBen 
Cadmiumchloridverbindung, die eine negative Plasmalreaktion gab und keinen 
NH,-N mehr enthielt. Durch Zerlegung von 5g der Doppelverbindung mit 
Ammoniak wurden 3,7 g freies Lecithin (1) erhalten. Zur Analyse wurde die 
Substanz im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 

4,220 (5,340) mg: 0,50 (0,61) cem »/100-HCl. — 15,0 (21,99) mg: E = 0,134 
(0,198), d = 1 em, entspr. 2,1 (3,0) mg Cholin. — 3,145 (4,470) mg: E = 0,721 
(1,058), d = 0,5, F = 0,0764, entspr. 0,110 (0,161) mg P. — 0,446 (0,278) mg: 
E = 0,585 (0,367), d = 3cm, F = 0,0772, entspr. 0,01505 (0,00944) mg leicht 
abspaltbarer Phosphor (nach Schmidt u. Mitarb., modifiziert von Brante®). — 
2,275 (0,730) mg: D == 100 (100), Verdiinnung 1: 500. 





| leicht- 
N Cholin-N |Gesamt-P | abspalt- | Plasmal 
barer P 





1,66 i: 3,5 3,4 0 


CyyHggOsNP-H,O* ber. | 1,73% 3,84%, | 3,84; 0% 
3,6 3,4 ") 


gef, 


* Oleyl-stearyl-lecithin. 


tein weiBe Substanz, die sich jedoch im Exsiccator rasch etwas gelb farbt. 


Sie ist optisch aktiv. 
456,6 mg zu 10 cem in Chloroform gelést, 2dm Rohr, « = -+0,49°. 
[a];,’ = + 5,36° 

b) Nach Hanahan und Mitarb.*. Von dem Rohlecithin (II) wurde unter 
Abtrennung eines unléslichen Anteils eine etwa 3-proz. alkoholische Lésung her- 
gestellt. Diese schickte man durch eine Aluminiumoxydsiéule (Al,O, Merck, 
standardisiert nach Brockmann) und eluierte mit 95-proz. Alkohol, bis der Durch- 
flu phosphorfrei war (in einem der Ansiitze wurde der DurchfluB in Portionen 
von je 350 ccm gesammelt und von jeder der Fraktionen der Phosphor und der 
Plasmalgehalt bestimmt (siehe Abb. 1). 

Lésung im Vakuum bis zur Sirupkonsistenz konzentriert. Riickstand in 
wenig Ather aufgenommen, nach Stehenlassen tiber Nacht Unldsliches («) ab- 
zentrifugiert und das Lecithin aus der atherischen Lésung mit Aceton gefiallt. 
Nochmalige Reinigung durch Aufnehmen in wenig Ather, Abzentrifugieren des 
im Kihlschrank ausgefallenen Niederschlags (8) und Wiederausfallung des Phos- 
phatids mit Aceton. Aus insgesamt 136 g Rohlecithin erhielt man 35,5 ¢ Rein- 
lecithin (II). SchneeweiBe, hygroskopische Substanz, die zur Analyse im Vakuum 
iiber Schwefelsiure getrocknet wurde. 

9,610 (8,304) mg: 1,282 (1,096) cem n/100-HCl. — 21,04 (23,72) mg: E = 0,379 
(0,430), d = 2 cm, F = 16,95, entspr. 3,212 (3,645) mg Cholin oder 0,371 (0,463) mg 
Cholin-N. — 2,0 ccm einer Emulsion, die 1,494 (1,500) mg N enthielt: 0,057 
(0,066) com N,, entspr. 0,036 (0,041) mg NH,-N. — 2,240 (2,839) mg: E = 0,581 
(0,724), d = 0,5 em, F = 0,0714, entspr. 0,0830 (0,1034) mg P. — 1,736 (1,536 
1,556) mg: E = 0,839 (0,740,0,728), d= lem, F = 0,0736, entspr. 0,06175 
(0,05455/0,05358) mg P. — 0,729 (1,106) mg: E = 0,405 (0,690), F — 0,0124, 
entspr. 0,00497 (0, 00745) mg Dimethylacetal. 


8 G. Brante, Acta physiol. scand. 18, Suppl. 63, VIII. 
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Abb, 1. Chromatographische Reinigung des Rohlecithins (21 g Rohlecithin II, 
420 g Al,O,, Saulenhéhe 77 cm). 








o—o—o Phosphorgehalt der Fraktionen, Plasmalgehalt der Fraktionen. 
Ls leicht- 
oN | Gj wee NH,-N in | Gesamt-P abspalt- Plasma! 
10 m /o OMe | d. Gesamt-N Br. barer P %, 
samt-N F 
gef. | 1,87. 95,0 2,4 | 3,70 3,56 0,7 
gef. | 1,85 95,6 2,7 3,64 3,55 0,8 
| 3,44 

















Zine verhaltnismaBig groBe Menge Phosphatid blieb bei den obigen Aus- 
fallungen mit Aceton in Lésung. Aus den vereinigten Lésungen wurden dureli 
Abdestillieren des Lésungsmittels 8,4 g einer etwas gelb gefiirbten Substanz er- 
halten, die sich bei der Analyse (N 1,76 (1,81)%, Cholin-N 97,4 (99,4)% des Ge- 
samt-N, NH,-N 4,3% des Gesamt-N, P 3,80 (3,74)%, Plasmal 1,7 (1,6)°) als eben- 
falls ziemlich reines Lecithin herausstellte. 

Menge der oben abgetrennten atherunlislichen Substanz: « = 0,3 g, B =1,6¢. 
Auf Grund der Analysen von f (N 2,45 (2,38)°,, P 3,31 (3,36)94, Glycerin 7,15 
(7,26)%, Zucker 2,1% (ber. als Galaktose)) handelt es sich um Lecithinpraparate, 
welchen noch betrachtliche Mengen Sphingomyelin und Cerebroside beigemengt 
sind. 

Die Fettsiuren 

a) aus LecithinI. Da die Gewinnung gréBerer Mengen freien Lecithins 
durch Zerlegung der Cadmiumchloridverbindung infolge Auftretens schwer brech- 
barer Emulsionen gewisse Schwierigkeiten machte*, wurden die Fettsiuren durch 
Spaltung der Cadmiumchloridverbindung dargestellt. Zu diesem Zweck kochte 
man die Substanz 1 Stde. unter RiickfluB mit dem 15-fachen Volumen 4-proz. 
methanolischer Salzsiure und schiittelte die Fettsiuremethylester mit Petrol- 
ather aus. Verseifung mit etwa der 30-fachen Menge n/2-methanolischer Natron- 
lauge, beim Abkiihlen ausgefallene Seifen der vorwiegend gesattigten Fettsaiuren 
(A) abgesaugt, aus Filtrat Unverseifbares mit Petrolither ausgeschiittelt und 
aus der methanolischen Lésung nach Ansiuern mit verdiinnter Salzsiure die 
vorwiegend ungesittigten Fettsiuren (B) mit Petrolaither ausgeschiittelt. Aus- 
beute aus 66,0 g Lecithincadmiumchlorid: A (in Freiheit gesetzte Sauren) 10,2 g, 
B 19,9 g. 





* Die vorliegenden Versuche sind schon im Jahre 1950 ausgefiihrt worden. 


Inzwischen hat M. C. Pangborn (J. biol. Chemistry 188, 471 [1951]) eine andere 
Methode beschrieben, bei welcher diese Schwierigkeiten vermieden wurden. 
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Unverseifbares. 0,14 g aus 15g der Cadmiumchloridverbindung. Wie eine 
Plasmalbestimmung ergab, enthalt die Substanz 18 mg Dimethylacetale, so daB 
die Cadmiumchloridverbindung nur etwa 0,2°, Acetalphosphatide enthalt. 


AuBerdem wurde die methanolische Salzsiure, die alle Spaltprodukte auBer 
den Fettsiuremethylestern enthalten muBte, auf Sphingosin verarbeitet. Die 
Halfte des ganzen Ansatzes ergab 0,12 g Sphingosinsulfat, so da8 die Cadmium- 
chloridverbindung noch etwa 1% Sphingomyelin enthielt. 


Die beiden Fettsiurefraktionen wurden nun teils durch die Bleisalz-Alkohol- 
methode nach Twitchell, teils durch fraktionierte Tiefkihlkristallisation® bei 
—20°, —40° und —70° in die 3 Fraktionen der gesattigten (11,40 g), der schwach 
ungesattigten (16,2 g, Jodz. etwa 95) und der hochungesattigten Fettsiuren 
(1,40 g, Jodz. 201) zerlegt. 

Gesattigte Fettsiuren. Die Methylester (10,4) wurden in einer, mit 


kleinen Drahtnetzsatteln gefiillten, 60 cm hohen Kolonne (@ 3.5 cm) im Vakuum 
a, (10-3? mm Hg am Kopf der Kolonne) fraktioniert destilliert (Tab. 2). 







































































_ Tab. 2. Fraktionierte Destillation der gesattigten Fettsiuremethylester. 
] Methylester Freie Sauren re ee 
: : = Aquiv.- 
, = ee i. aus Aceton umkrist. | = Gew. 
= Menge & Jodz. — Aquiv.-Gew. — a ber 
& 2 3 Schmp.| Aquiv.-Gew. 
1.| 0,899] 29,09} 3,5 | 62,0° 256,0 62,5° 256 C,.H320¢ 
2.| 1,091] 28,5 | 2,5 32,0 254,2 62,5 255 62,59 256.3 
18- 3.} 1,093] 28,0} 1,5 | 62,0 255,8 62,0 256 
cli 4.| 1,042] 28,0} 4,1 | 62,0 256,1 62,0 255 
T- 5.| 0,923] 28,0} 4,0 | 61,5 255,1 61,5 256 
e- 6.| 0,835] 25,0 | 5,3 | 55,5 261,5 60,0 258 
n- 7.| 0,682] 24,5] 3,3 | 56,0 261,8 56,0 265 
8.] 1,411] 32,0] 3,8 | 65,0 21,0 67,5 282 
g. 9.1 0,7531 35,5 | 8,9 | 67,5 ~ 69,0 284 Conkle 
15 10.| 1,079] 31,0 | 31,0 | 59,5 306,5* - — 69,59 284,3 
ie, 
gt * Durch Umkristallisieren aus Aceton getrennt in gesittigte (0,553 g, entspr. 
0,580 g Methylester. Schmp. 63°, Aquiv. -Gew. 298,7) und ungesattigte Fettsiuren. 
Letztere hydriert. Schmp. 70°, Aquiv.-Gew. 325,9. Aus Aceton umkristallisiert. 
ns Schmp. 73,5°, Aquiv.-Gew. 335,1. 
h- 
ch 
te Tab. 3. Zusammensetzung der Fraktion der gesittigten Fettsiuren. 
YZ. Menge der Methylester in g.. 
1. 
n- | 2 
‘in Ki RIB AP a 1 ee) gs. | 9. | 10. | € | ges.| 2 
id = ges. 
le 4 
C,4|0,899]1,091|1,093]1,042]0,923|0,666] 0,537] 0,341| 6,592| 6,362| 0,230 
9, Cis 0,169} 0,145} 1,070] 0,753} 0,272] 2,409] 2,168) 0,241 
Ca 0,560) 0,560} 0,309) 0,251 
Css 0,247] 0,247 0,247 
































® Siehe E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 291, 104 [1952]. 
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Schwach ungesattigte Fettsiuren. Von insgesamt 16,0g Methy!- 
estern wurden 15,0 g wie oben fraxtioniert destilliert (Tab. 4). 


Tab. 4. Fraktionierte Destillation der Methylester der schwach ungesattigten 
































Fettsiuren. 
Methylester Hydrierte Sauren _— 
= : & Aquiv.- 
Mence Pa | aus Aceton umkrist. = Gew. 
~ | dedz. Schmp. | Aquiv.-Gew. |— —— her. 
§ | Schmp. | Aquiv.-Gew. 
1.|1,408*] 51,5 | 55° =| 263 | 570 266 
2,| 1,785 | 68,5 | 66,5 276,5 | 67,5 276,5 
3.1 1,343 | 85,3 | 67 281 | 69 284 
4.| 1,605 | 89,2 | 69,5 284,5 | | 
5.| 1,601 | 90 *#% | | | 
6.) 1,771 | 90,4 | 69,5 283,5 | J 695 | 284 
7.1 1,697 | 92,5 | 69 283,5 | | Cam, 
8.| 1,167 | 92,1 | 69 286,5 | 69 284 75,29 312.4 
9.! 0,982 [108 62 297 =| 62,5 «|S 296 CoH 440. 
10./1,10 | $86 | 70 330,5 | 745 | 349 80,5 340.4 


* Sauren aus 1,08 g Methylesterfraktion 1 ergaben nach Twitchell 0,440 ¢ 
gesittigte Fettsiuren (Aquiv.-Gew. 256). Frakt. 1 enthalt demnach 0,605 g 
Palmitinsiuremethylester und 1,050—0,605 — 0,445 g ungesittigte C,,-Hster. 

** Die Frakt. 5 ging verloren. 


Tab. 5. Zusammensetzung der Fraktion der schwach ungesittigten Fettsaiuren. 
Menge der Metylester in g. 


| Ge- 

6. Fe 8. | 9. | 10. | 1—10] saimt- | ges. | unges 
menge 

re | 1,050] 0,463] 0,145 

is | 0,358 “ - 1,605] 1,601] 1,771] 1,697] 1,080] 


| 


* 1,769 .0,445/1,050. 














| 1,658 | 1,769] 1,019] 0,750* 
0,525] 11,157 |11,900 11,900 
7] 0,376] 0,920] 0,981 0,981 


0,724| 0,724 | 0,772 0,772 





Hochungesattigte Fettsiuren. Gesamtmenge (1.40 ¢) in Petrolather 
bei —20° hromiert. Niederschlag in einen atherunléslichen (1) und atherléslichen 
Teil getrennt, sowohl! aus der atherischen wie auch der petrolitherischen Lésung 
nach Entfernung des tiberschtissigen Broms durch AusschiitteIn mit einer Natrium- 
arsenitlésung die atherldslichen (2) und petrolatherléslichen (3) Polybromide 
durch Abdestillieren des Lésungsmittels gewonnen. 

Atherunlésliche Polybromide (1). 0,58 g. Zersetzungspunkt tiber 230° unter 
Verkohlung, ohne zu schmelzen. 


16,99 (15,12) mg : 26,13 (23,30) mg AgBr. 
CooH3,0.Br,. Ber.: Br 67,7°%%. Gef.: Br 65,4 (65,6)%. 
C,.H;,0.Brz. Ber.: Br 65,8%. 


Die aus den 3 Polybromidfraktionen nach der Entbromung zuriickgewonnenen 
ungesattigten Fettsiuren wurden in der iiblichen Weise naher charaktevisiert 


(s. Tab. 6). 
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Tab. 6. Fraktionierung der hochungesattigten Fettsiuren iiber die Polybromide, 









































ungesattigte Fettsiuren ——— 
aus Polybromiden zuriick- pores Ee 
gewonnen 
" - zm aus Aceton umkrist. 
Menge Schmp. | Aquiv.-Gew. = 
g Jods. Schmp. | Aquiv.-Gew. 
1.) 0,155 357 68,5° “= 70° 3275 
2.) 0,673 195 43* 300,5 61,5 306,6 
3 0,320 105 58* 291,1 64,5 288 
* Sauren nicht vollig hydriert. 
Tab. 7. Zusammensetzung der hochungesattigten Fettsiuren. 
Menge der Fettsiuren bzw. Methylester in g. 
| Gesamtmenge 
1 2 3. 1—3 
Siuren* | Ester 
Cis 0,268 0,237 0,505 0,616 0,646 
Coy | 0,069 0,405 | 0,083 | 0,557 | 0,679 | 0,709 
C5 | 0,086 0,086 0,105 | 0,110 





* Die Zahlen dieser Kolonne wurden durch Multiplikation der Zahlen der 
voranstehenden Kolonne mit 1,40/1,148 erhalten. 


Tab. 8. Zusammenstellung der Ergebnisse aus Tab. 3, 5 und 7. 





Gesittigte Fetts. Ungesattigte Fetts. 


Cig | Cis | Cao Cis | Cis | Cao | Coz 




















Fr, d. gesattigten Fetts. 6,362 | 2,168] 0,309} 0,230] 0,241] 0,251] 0,247 
Fr. d. schwach unges. Petts. 1,019 0,750 |11,900 | 0,981 | 0,772 
Fr. d. hochunges. Fetts. | 0,646 | 0,709} 0,110 
Gesamtmenge in g 7,381} 2,168] 0,309] 0,980 }12,787| 1,941) 1,129 
In % d. Gesamtfetts. 27,6 8,1 152 3,7 [47,9 7,3 | 4,2 

















b) aus Lecithin II. Spaltung und weitere Aufarbeitung wie unter a) mit 
dem einzigen Unterschied, daB8 die mit Petrolither ausgeschiittelten Fettsiure- 
methylester vor der Verseifung durch Destillation im Vakuum gereinigt wurden 


(Tab. 9). 


Tab. 9. Ergebnis der Lecithinspaltung. 























Lecithin Fettsiuremethylester Unverscif bares Fettsiuren 
¥ ; Rohprod Destillat 
Menge ee \ Plasmal Menge 
enge Senge Menge lenge _ u enge 
g g g g “0 4 
36,8* 25,5 22,9 | 0,81 28,9** 20,3 
28,7 














* einschlieBlich 7,5 g des aus den Acetonlésungen gewonnenen Lecithins. 
** entspricht einem Plasmalgehalt des Lecithins von 0,7%. 
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Die Aufarbeitung eines Teils der methanolischen Salzsiure (entspr. 16,6 ¢ 
Lecithin) ergab 0,06 g Sphingosinsulfat, was einem Gehalt von etwa 1% Sphinvo- 
myelin (oder Cerebrosid) in dem gespaltenen Lecithinpraiparat entspricht. 

Die Fettsiuren wurden durch Tiefkiihlkristallisation in die 3 Fraktionen 
der gesittigten (8,59 g, Jodz. 4,0 (4,3)), der schwach ungesattigten (9,39 g, Jodz, 
85,5 (84,9)) und der hochungesattigten Fettsiuren (2,30 g, Jodz. 173,6 (175,0)) 
zerlegt. 

Die gesattigten Fettsauren. Von insgesamt 8,77 g Methylester wurden 
7,44 g mit Hilfe einer Drehbandkolonne bei einem konstanten Druck von 6 mm Hg 
fraktioniert destilliert (Tab. 10). 


Tab. 10. Fraktionierte Destillation der Methylester der gesattigten Fettsauren, 




























































































Methylester | hydrierte Sauren 
r Bs ; aus Aceton umkrist. 
\ ange = 0 N = > ~ — 
fp, P| ela (21s eel e | 
3 = cS a q  |Aquiv.-Gew, 
g j A 
= 28,2— 9s 61,2— | 255,3 |61,6— 
1. | 160—170,5° | 0,291 28,60 1,4327) 0,4 |" 65 90 253.8| 62,8° 
= = 29,3— : 61,8— | 255,7 |61,8— F 
2. | 170,5—171 | 0,614 29,7 1,4328) 0,9 62,6 | 257.7| 63,0 256,3 
L ee 
3. | 171—171,5 | 1,027 |?%5- | 1,438) 0,4 
is = 29,7— 26 
4 171,5—172 | 1,267 30,2 1,4328] 0,4 
= = by 29,5— | jac 62,2— | 257,8 |61,9— 
5. | 172—173 0,653 30,1 1,4328] 0,3 63,2 | 256,7| 63,0 255,8 
26,3— , |59,8—] 256,3 |61,5— 
6. | 173—193 1,011 97,3 1,4333] 2,0 60,7 | 256.8! 62,0 260,3 
- y 30,3— - 59,8— | 277,7 |66,3— es 
7. | 193—195 0,562 31,1 1,4362] 9,8 60,8 | 275.9] 66,9 272,5 
~ |34,8— = 65,8— | 283,2 |69,8— 
8. | 195 0,985 36,0 1,4370} 9,4 67,0 | 284.0] 70,5 283,4 
32,0— 61,5—| 295,0 164,5— 

R. 1,031 33,1 1,4450)19,1 62,5 | 293.8! 65,5 293,5 
Tab. 11. Zusammensetzung der Fraktion der gesattigten Fettsauren. 
Menge der Methylester in g. 

; is 1-8] 2 |ecsit-| Ue 
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. | & | R. lp z6 tigt - 
C4,| 0,016 | 0,0160,019|0,019 
Cy¢| 0,275) 0,614) 1,027] 1,267) 0,653) 1,011} 0,139 4,98615,877|5,877 
Cos 0,423} 0,985/0,639|2,047|2,413]2,143/0,270 
Coo | 0,392]0,392|0,462/0,26110,201 





* Durch Multiplikation der Zahlen der voranstehenden Spalte mit 8,77/7,44 
erhalten. 
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Die schwach ungesattigten Fettsiuren. Die Methylester (9,63 g) 
wurden in der mit Drahtnetzsatteln (siehe bei a) gefiillten Kolonne im Vakuum 
(10-2? mm Hg am Kopf der Kolonne) fraktioniert destilliert (Tab. 12). 


Tab. 12. Fraktionierte Destillation der Methylester der schwach ungesattigten 
Fettsauren. 





Fettsiuremethyl- hydrierte Sduren 





























| 

ester 

| aus Aceton umkrist. 

Menge ni) | Jodz. Schmp. | Aquiv.-Gew. ‘ 

8 Schmp. | Aquiv.-Gew. 

1. | 0,470 | 1,4412] 66,3 | 62,5—63,8° | 273,6/273,9 | 67,7—68,5° 
2. | 1,176 | 1,4423) 72,9 | 64,5—65,6 275,1/277,1 | 68,1—68,8 
3. | 1,255 | 11,4433) 80,2 | 66,7—67,7 282,9/281,6 | 69,7—69,4 
4, | 1,145 | 1,4441) 85,4 | 68,7—69,5 | 284,1/283,6 | 69,7—70,0 
5. | 1,476 | 1,4442) 85,8 _ — _ 
6. | 1,383 | 1,4442) 85,6 _ ~ -— 
7. | 0,988 | 1,4443] 85,2 | 68,1—69,0 283,3/285,0 | 68,9—69,2 283,8 
8. | 0,505 | 1,4447| 84,9 | 67,4—68,1 285,2/286,2 | 68,1—68,6 285,6 
9. | 0,718 | 1,4479] 75,2 | 58,2—59,0 302,4/300,2 | 66,7—69,1 323,6 
R. | 0,514 | 11,4459] 83,3 | 63,5—64,9 290,4/291,6 | 63,2—65,3 293,2 





Tab. 13. Zusammensetzung der Fraktionen der schwach ungesattigten Fettsiuren. 
Menge der Methylester in g. 


















































| 

| RTRLBRBLALTRT HR RT RT 
C,4| 0,165'0,320]0,081 0,566] 0,384] 0,182 
C,s| 0,305|0,856} 1,174]1,145/1,476]1,383|0,988| 0,478] 0,268] 0,382] 8,455 8,455 
Ca | 0,027] 0,450] 0,132! 0,609 0,609 























Die hochungesattigten Fettsiuren. Von den Methylestern (2,30 g 
Siiure, entspr. 2,41 g Ester) wurden 1,34 g nach der Hydrierung durch fraktionierte 
Kristallisation bei +20°, 0° und —20° aus Methanol in 4 Fraktionen zerlegt(Tab.14). 


Tab. 14. Fraktionierte Kristallisation der hydrierten Methylester der hoch- 
ungesattigten Fettsaiuren. 


























Methylester | freie Séuren 
aus Aceton umkrist. 
d —_ Schmp. | Schmp. | Aquiv.-Gew. a 
g | Schmp. | Aquiv.-Gew. 

1. | 0,354 | 43,6—45,0° | 66,0—66,8° | 318,5/316,1 | 68,0—68,5° 331,5 
2. | 0,404 | 38,2—39,0 | 60,8—62,2 .| 301,5/300,8 | 65,3—66,1 307,8 
3. | 0,343 | 29,9—30,4 | 54,5—56,1 | 276,2/274,7 | 57,8—58,8 285,4 
4. | 0,233 | 17,4—18,4 | 48,2—49,1 263,4/265,8 | 53,0—54,3 263,1 
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Tab. 15. Zusammensetzung der Fraktion der hochungesittigten Fettsauren, 
Menge der Methylester in g*. 





Gesamt- 


3. | 4, | bad 
menge 








Cis 0,100 0,158 0,258 0,466 
Cis 0,243 0,075 0,470 0,845 
C 
C 


20 | 0,287 0,23 5 0,539 | 0,969 
22 | 0,067 0,067 0,121 








* Die Berechnung erfolgt wie iiblich unter der Voraussetzung, daB keine der 
Fraktionen mehr als 2 Komponenten enthalt. Bei der wenig wirksamen Art der 
Fraktionierung ist jedoch im vorliegenden Fall das Vorhandensein kleiner Mengen 
einer dritten Komponente nicht auszuschlieBen. 


Tab. 16. Zusammenstellung der Ergebnisse von Tab. 11, 13 und 15. 





Gesittigte Fetts. | . Ungesiittigte Fetts. 


Cis | Cis | Cis | Coo | Cr6 | Cis | Ceo | ee 











Fr. d. gesattigten Fetts. 0,019] 5,877] 2,143} 0,261| 0,270} 0,201 
Fr. d. schwach unges. Fetts. 0,384 0,182} 8,455] 0,609 
Fr. d. hochunges. Fetts. 0,466} 0,845] 0,969} 0,121 





Gesamtmenge in ¢ | 0,019 6, 261| 2,143} 0,261 es 9,570] 1,779! 0,121 
In °%% der Gesamtfettsiuren {0,1 [30,1 {10,3 | 1,3 46, 0 18,5 |0,6 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Cholinhaltige Acetal-phosphatide kommen im Gehirn nicht oder 
nur spurenweise vor. 

Das Fettsiiuregemisch von zwei, nach verschiedenen Methoden aus 
Gehirn dargestellten Lecithinpriparaten hatte folgende Zusammen- 
setzung: gesittigte Fettsiiuren C,, (0,1)%, Cg 27,6 (80,1)%, Cyg 8.1 
(10,3)%, Cao 1,2 (1,3)%; ate Fettaiiuren Pa 3,7 (3,1)%, Cis 
47,9 (46,0)%, 0.3: 3 (8,5)%, Coo 4,2 (0,6) der Gesamtfettsiuren. 
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Uber die Zusammensetzung, die Verdaulichkeit 
und die Eiwei8-Qualitat des Mycels von Penicillium notatum* 


Ein Beitrag zur Verwertung der Pilzabfille bei der Penicillin-Gewinnung 
Von 
Hermann Fink, Ilse Schlie und Ursula Ruge 


Aus dem Institut fiir Girungswissenschaft und Enzymchemie 
der Universitit K6ln, Ernihrungsphysiologische Abteilung 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Dezember 1952) 


In unserer 1941 von einem von uns (H.F.) gegriindeten ernihrungs- 
physiologischen Abteilung ist neben anderen Arbeiten fiir eine Reihe 
von Hefen verschiedener Herkunft', fiir einige Schimmelpilze! und fir 
eine Bakterien-Pilz-Symbiose? (Kefir) die biologische Qualitét des Pro- 
teins in Fiitterungsversuchen an weiben Albino-Ratten bestimmt 
worden. Die Versuchsdurchfiihrung, die gewahlte Diat und die Art der 
Auswertung waren, von unbedeutender Varianten abgesehen, dieselben. 
Verschieden waren von Versuch zu Versuch lediglich die Haupteiweib- 
quellen, Milcheiwei8, HefeeiweiB, MyceleiweiB usw. In Tab. 8 sind die 
erhaltenen Werte, auf einen vergleichbaren MaBstab umgerechnet!, 
zusammengestellt. 

In der vorliegenden Mitteilung wird tiber analoge Versuche am 
Mycel von Penicillium notatum berichtet. 

Nach eingehender analytisch-chemischer Untersuchung der Pilz- 
substanz, auch deren Asche und nach der Bestimmung der Verdaulich- 
keit in vivo und in vitro wurde die biologische Qualitiit des Penicillium 
notatum-Proteins an wachsenden Albino-Ratten bestimmt. Vorher 
hatten wir sichergestellt, da das Trockenmycel von unseren Albino- 
fatten tiberhaupt gefressen wird und daB es unschiidlich ist. 

Dieses Material fallt tonnenweise in den Penicillinfabriken ab. 
Eine wirklich sinnvolle Verwertungsart ist bisher nicht iiberall méglich. 
Im Gegenteil, die Beseitigung der Abfiille verursacht mancherorts 
Schwierigkeiten und Unkosten. Zum wissenschaftlichen Interesse, das 
solche Versuche fiir unsere Kenntnis tiber die biologische Eiweifqualitat 
und iiber spezielle diitetische Wirkungen der Mikrobenzellsubstanz 
haben, kam also auch noch das praktische Interesse, Grundlagen zu 
schaffen fiir die Verwertung des Pilzmycels als Eiweiffutter in der Tier- 
ernihrung. 

Im Verlaufe der Monate Dezember 1950 bis Juni 1951 gingen acht 
verschiedene Chargen getrockneten und gepulverten Materials, 
bezeichnet als Nr. 125, 147, 158, 160, 162, 164, 167 und 300 gewaschen 


* Wir danken der Chemie Griinenthal G.m.b.H. in Stolberg (Rheinland 

fiir die Uberlassung der erforderlichen Pilzriickstinde von der Penicillinherstellung. 
1H. Finku. A. Hock, Z. Naturforschg. 2b, 187 [1947]; A. Hocku. H. Fink, 

Z. Naturforschg. 2b, 203 [1947]. 

2 H. Fink, Milchwissenschaft 3, 125 [1948]. 
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sowie Nr. 300 ungewaschen, hier ein. Auf die Herstellung und Entnahme 
der Proben hatten wir keinen EinfluB. 

Da bisher kaum Untersuchungen iiber dieses Material vorlagen, 
wurde zunichst die Zusammensetzung analytisch ermittelt und die 
Verdaulichkeit bestimmt. 


I. Analytische Untersuchungen 


Tab. 1. Zusammensetzung der untersuchten Mycelproben. 





Charge 125 147 5 160 162 164 167 





Trockensubstanz- 
gehalt in % ... | 94,6 93,5 | 94,5 | 93,35 
N-Gehalt*. .... 4,38 5, 4,90 | 4,95 | 
Roh-Protein* . . . | 27,3 3l,¢ 30,6 | 30,9 
Roh-Fett*. .... 1,61 ,66 1,55 1,45 
Aschefreie Roh- 
faser* ..... . | 13,1 9,7 
Asche* ... . . | 34,0 f 28, 29,3 | 29,5 | 28,3 
N-freie Extrakt- Pilz 
stoffe* (ber.). . . | 18,6 23,3 a ~ st mitt 
P,0,-Gehalt**. . . | 32,54 | 29,70 | 37,20 | 29,90 | 38,83 | 39,69 



































die a 
Korp 
Pepsi 
der \ 


* Werte sind in % der Trockensubstanz berechnet. 
** Werte sind in °%% der Asche berechnet. 


Tab. 1 zeigt, daB der Rohproteingehalt (N x 6,25) der getrockneten Mycel- 
Riickstinde — abgesehen von Charge 300 (s. u.) — in den Grenzen von 27—31% 
liegt, also ziemlich konstant ist. Er bewegt sich nach unseren fritheren Feststellungen H 
in der gleichen GréBenordnung wie der von anderen Schimmelpilzarten, z. B. — 
Aspergillus oryzae. Er ist niedriger als der Rohproteingehalt der handelsiiblichen tana 
Futter- und Nahrhefen, der meist um 50—60°% herum liegt. aad 

Der Rohfettgehalt (bestimmt durch erschépfendes Extrahieren der staub- jeglic 
fein gepulverten Trockenmasse mit Ather im Soxhlet) erwies sich als unerheblich, i a 
er lag bei 1,5—2,4%. Er wurde bei der Untersuchung der spiter anfallenden Aen 
Chargen nicht mehr ermittelt. Der Vollstindigkeit halber bestimmten wir in 
einigen Fallen den Gehalt an ,,aschefreier“ Rohfaser nach Weender, der den 
bei Schimmelpilzen normalerweise erhaltenen \Werten entspricht. Durch Differenz- 
bildung erhielten wir fiir die Fille, in denen auch die Rohfaseranalyse vorlag, ; 
den Gehalt an N-freien Extraktstoffen. Erstaunlich hoch ergab sich der ermit 
Aschegehalt, der zwischen 28 und 34% liegt (wiederum mit Ausnahme der oe. 
Charge 300). Dieser extreme Wert 1aBt sich fiirs erste nur durch mitgetrocknete 
Nahrsalze bzw. mineralische Niederschlage von der Penicillinziichtung her erklaren. Berlir 
Der korrespondierende Wert liegt bei Hefen zwischen 8 und 12%. 


Im Interesse der durchzufiihrenden Tierversuche und einer entsprechenden K. L. 
Dosierung der mineralischen Bestandteile der Diiten ergab sich daraus die Not- Gotti 
wendigkeit, die Aschezusammensetzung zu ermitteln. Es wurde eine vollstan- kK. O 
dige Aschenanalyse fiir die Charge 125 durchgefiihrt (Tab. 2). lag I 


ratte! 
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Tab. 2. Aschenanalyse Der P,O;-Gehalt dieser Penicillincharge liegt 
einer Mycelprobe. mit 32,5°% betrachtlich unter dem durchschnittlichen 
(Werte in % der Asche) P,O;-Gehalt von Hefen z.B. einer normalen Torula- 
‘ ie hefe, den man zu etwa 50—60% angeben kann. 
Letzterer Wert wird jedoch von der Charge 300 
erreicht (s. Tab. 1). Diese Mycelprobe, die uns 
verabredungsgemaB einmal ungewaschen und pa- 
rallel dazu gewaschen iibersandt wurde, fallt in 
ihrer Zusammensetzung erheblich aus den durch alle 
iibrigen Chargen gesetzten Grenzen heraus (s. Tab. 1). 
So ist z. B. ihr Rohproteingehalt erheblich héher 
als der aller tibrigen Proben. Die Vermutung liegt 
nahe, daB die Ziichtung und Aufarbeitung dieser 
Charge bzw. ihre Trocknung anders als bei den 
iibrigen uns zugegangenen Proben vorgenommen 
worden sein mu. Die Probe Nr. 300, die uns kurz 
Sauerstoff, entspr. vor Beendigung der Tierversuche zuging, ist jedoch 
dem SO,” + CI’ fiir die Bestimmung des biologischen EiweiBwertes 
(Jena) 6 ess 0,68 nicht genommen worden. Sie ist also bei den nach- 
99,86 folgend beschriebenen Versuchen nicht in Betracht 

gezogen. 


Charge 125 


II. Bestimmung der Verdaulichkeit 


Die Verdaulichkeit des getrockneten und staubfein zerkleinerten 
Pilzmycels wurde fiir zwei Chargen sowohl in vitro als auch in vivo er- 
mittelt. 


1. Die in-vitro-Bestimmung erfolgte nach der Steudelschen Methode*, 
die auf einer kiinstlichen Verdauung des Untersuchungsmaterials auBerhalb des 
Kérpers mit den Verdauungsenzymen beruht, und zwar kamen nacheinander 
Pepsin-, Trypsin- und Diastaselésungen zur Anwendung. Auf eine Beschreibung 
der Versuchsdetails soll hier verzichtet werden. 

2. Die in-vivo-Bestimmung‘ nahmen wir an ausgewachsenen Albino- 
ratten vor. Vor Beginn des eigentlichen Verdauungsversuches ermittelten wir die 
Hungerexkrementausscheidung (Trockensubstanz- und Stickstoffmengen), die 
sinngemaB in Rechnung gesetzt wurde. Wir verfiitterten 10 Tage lang die durch 
Anteigen mit Wasser und Trocknen bei 70° zu ,,Keks‘‘ verformten Mycelriick- 
stinde. Die Tiere erhielten also ausschlieBlich das Penicilliummaterial ohne 
jeglichen Zusatz. Ein- und Ausfuhr wurden gewogen und in jedem Falle Trocken- 
substanz (Tr.S.)- und N-gehalt bestimmt (Tab. 3). Daraus lief sich dann jeweils 
der Verdauungskoeffizient zu 


Einfuhr — Ausfubhr _ 
-Einfuhr” 
ermitteln. 


3 Bomer-Juckenack, Hbch. d. Lebensmittelchemie IT, 2, Verlag Springer, 
Berlin 1935. 

4H. Kraut, H. Bramsel u. H. Wecker, Biochem. Z. 320, 422 [1950]; 
K. Lang u. O. Ranke, Stoffwechsel und Ernihrung, Springer Verlag, Berlin, 
Gottingen, Heidelberg 1950; s. auch Anm. 3. A. Hock, Z. Spiritusind. 1988, 39; 
K. Oppenheimer, Hbch. d. Bicchemie d. Menschen u. d. Tiere, Bd. V, Ver- 
lag Fischer, Jena 1925. 
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Tab. 4. Verdaulichkeit der Mycelproben. 





Charge 125 Charge 147* 





Verdaulichkeit der Trockensubstanz 
in Varo) DestimMt .. « « « 6-6 3 «0% 44,1 48,0 
in Vivo bestimmt «. « < 6 « 6 sso 50,2 51,5 
Verdaulichkeit des Rohproteins 
in vitro bestimmt. ..... ee: 76,8 69,5 
in Vivo bestimmt «1. 6. . 4 4%» 59,3 58,5 





* Mittelwerte, errechnet nach Tab. 3. Charge 125 wurde ebenso untersucht 
und die Mittelwerte errechnet, konnte jedoch aus Platzmangel hier nicht aufge- 
nommen werden. 


Wie Tab. 4 zeigt, ergaben sich bei beiden Chargen 125 und 147, 
die offenbar von verschiedenen Penicillin-Fabrikationen im Grobbetrieb 
stammten, sowohl fiir die Verdaulichkeit der Trockensubstanz als auch 
fir die Verdaulichkeit des Rohproteins iihnliche Werte. Lediglich bei der 
Protein-Verdaulichkeit in vitro zeigte sich eine gré8ere Divergenz. Die 
aus beiden Methoden — der Fermentverdauung auBerhalb des Korpers 
einerseits und der Verdauung an lebenden Ratten andererseits — resul- 
tierenden Werte gehen im Falle der Trockensubstanz nicht sehr aus- 
einander, gréBere Unterschiede ergeben sich jedoch bei der Protein- 
verdaulichkeit, insbesondere fiir die Charge 125. Es ist bekannt, dab 
die Bakterientitigkeit im Darm bei der Verdauung eine Rolle spielt, 
die wohl in der Hauptsache fiir die Unterschiede zwischen in vitro und 
in vivo-Werten verantwortlich zu machen ist. Wir legten den Berech- 
nungen unserer Diiten die in vivo ermittelten Verdaulichkeitszahlen 
zugrunde. 


fll. Bestimmung der biologischen EiweiBqualitit 
oS aS i 


Versuchsmethodik 


Die Anordnung und Durchfiihrung der Versuche war ahnlich, wie wir es 
friiher beschrieben!. Gruppen von jungen Albinoratten im Gewicht von etwa 50 g 
wurden 90—120 Tage mit den zu untersuchenden Diiten ernaihrt. RegelmaBig in 
kurzen Abstinden wurden die Tiere gewogen. Die Zusammensetzung des Futters, 
das KiweiB, Fett, Kohlenhydrate, Vitamine und Mineralsalze in stets gleich- 
bleibender Menge enthielt, wurde bei den verschiedenen Untersuchungsmaterialien 
lediglich hinsichtlich der EiweiSkomponente variiert. Beim Penicilliummycel war 
infolge des auBergew6hnlich hohen Gehaltes an anorganischen Bestandteilen 
daneben auch eine Anderung der Mincralsalzgabe erforderlich, woriiber noch nach- 
stehend im einzelnen berichtet wird. Als Standarddiaét mit dem biologischen Wert 
100 diente wieder ein MilcheiweiBfutter, dessen Haupt-Protein-Bestandteil das 
komplette MilcheiweifS (Magermilchpulver) bildete. Zu 15°, bestand die Eiweib- 
komponente sowohl bei dem Penicilliumfutter als auch bei der MilcheiweifSdiat 
aus Roggen- und Weizenprotein zu gleichen Teilen. Dieser Zusatz wurde zwecks 
Vergleichbarkeit mit friiheren Versuchen beibehalten. 8°, des Gesamtproteins 
war auch diesmal wieder BierhefeeiweiB, das nicht aus Griinden der EiweiBversor- 
gung. sondern zwecks Verabreichung einer ausreichenden Menge an Vitaminen der 
B-Gruppe zugesetzt wird. Bei der Einstellung des Nahrstoffverhaltnisses (Quotient 
aus verdaulichem Protein und Stirkewert der Diait), das zum Vergleich mit unseren 





256 H. Fink, I. Schlie und U. Ruge, Bd. 292 (1953) 


friiheren Versuchen etwa 1:10 betragen sollte, wurde die in unseren Vorversuchen 
ermittelte Rohproteinverdaulichkeit des Penicilliummycels in Rechnung gesetzt, 
Die Futterzuteilung erfolgte ad libitum. 


Die statistische Auswertung wurde nach Koller® wie in unseren fri. 
heren Arbeiten! vorgenommen. 


Anordnung, Durchfihrung und Ergebnisse der Versuche 


In Anbetracht des anomal hohen Aschegehaltes der Mycelriick- 
stiinde von der Penicillinherstellung galt es zunichst, die Frage der zweck- 
maBigsten Zusammensetzung des Milcheiweibvergleichsfutters zu kliren. 
Es gab zwei Moglichkeiten dafiir: entweder konnte normales Milch- 
eiweiBfutter oder aber MilcheiweiBfutter mit Salzzusiétzen entsprechend 
dem Aschegehalt und der Aschezusammensetzung der Penicillinriick- 
stiinde zur Anwendung kommen. Wir wiahlten das letztere, u. a. um auch 
eine direkte Vergleichsmoéglichkeit mit anderen, friiher von uns unter- 
suchten Materialien zu haben. Bei der Frage des Mineralsalzzusatzes 
zu dem Penicillinfutter gingen wir von folgenden Erwagungen aus: 
wihrend der Prozentsatz der anorganischen Bestandteile normaler 
Futtermischungen bei fiinf liegt, berechnete sich — unter Beriicksich- 
tigung des Aschegehaltes aller Futterbestandteile — der Gehalt an 
Mineralstoffen in einer sonst im iiblichen Rahmen liegenden Penicillium. 
diit ohne jeglichen Salzzusatz bereits zu etwa 10%. Es erhob sich 
nun die Frage, ob auf die Zugabe des sonst angewandten Mc Collum. 
schen Salzgemisches sowie auf das bei allen Futteransitzen, mit Aus- 
nahme der MilcheiweiBdiiten, zusitzlich gegebene Calciumphosphat 
verzichtet werden konnte (nach Nottbohm® sind in der Milchasche, 
deren Prozentsatz 0,77 betrigt, 20,73°, CaO und 25,33% P,O; ent- 
halten). Zugabe der halben Menge Me Collumschen Salzgemisches 
und der ganzen Menge Calciumphosphat wiirde den Aschegehalt der 
Diit auf etwa 16% erhéhen, was von nachteiligem KinfluB auf Ver- 
daulichkeit und biologische Wertigkeit sein kénnte. Da mit an Sicher- 
heit grenzender Wahrscheinlichkeit (siche Aschenanalyse) angenommen 
werden konnte, daB das Penicilliummaterial alle im Me Collumschen 
Salzgemisch enthaltenen Bestandteile in geniigender Menge und wohl 
auch in resorbierbarer Form enthilt, hielten wir es fiir angebracht, ledig- 
lich organisch gebundenes Calcium und Eisen (als Calciumlactat und 
Ferricitrat) zuzusetzen. Ihre Dosierung erfolgte dem Gehalt der halben 
Menge Salzgemisch entsprechend. 

Die in Tab. 5 wiedergegebene Zusammensetzung der beiden Diiten 
scheint recht verschieden zu sein. Der tiefere Grund fiir diese scheinbare 
Verschiedenheit liegt in der Beriicksichtigung der Proteinverdaulichkeit 
des Penicilliummycels und dem dadurch bedingten, nicht unerheblichen 


5 §. Koller, Graphische Tabellen zur Beurteilung statistischer Zahlen, 
Th. Steinkopff, Dresden, Leipzig 1943. 
6 F. E. Nottbohm, Milchwirtsch. Forsch. 4, 336 [1927]. 
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Tab. 5. Zusammensetzung der einzelnen Versuchsdiaten in %. 








Diat mit 
Bestandteile der einzelnen Diaten an getrocknetem : die 
Mycel MilcheiweiB 

Getrocknete Mycelriickstaénde von der Pe- 

nicillinherstellung . . pee. =) est 32,4 = 
MilcheiweiB (Magermilchpulver) eae _ 22,4 
RPERO ts otis) ce Os wet ae BY BUS Ye aiers iat 12,4 9,2 
NCH PAIR Re cc ike ey can A Ses Snel 10,1 7,4 
IDR G HO ae vist csi es hee er Ge a a ee 21 1,6 
RNGICGREIBMEC, io GS oS 8 bw 8 a SS 39,3 54,5 
HOGUEHUEAE <6 <6 ws Spe ss Se ey nae 2,7 2:3 
Mc Collumsches Salzgemisch Bair rat) SEES -- 2,9 
(CNICIUMIACIAU. 6 5 6 2 ab we ee SS . 0,96 — 
CONT EA en ee ey ae ee 0,07 _ 








Abzug der im Experiment bestimmten unverdaulichen Proteinanteile, 
wodureh sich bei der Einstellung des Nihrstoffverhiltnisses auf 1:10 
bei dem Penicillinfutter ein wesentlich geringerer Starkezusatz ergibt 
als bei der MilcheiweiBdiit, die als Hauptproteinkomponente das zu 
100°, verdauliche MilcheiweiB enthalt. Aus dem gleichen Grunde ist 
auch der Rohproteingehalt beider Futter ziemlich verschieden, wie 
Tab. 6 zeigt. Diese Verschiedenheiten im Proteingehalt sind nicht von 
wesentlicher Bedeutung fiir den Ausfall der Versuche. 


Tab. 6. Gehalt der Diaten an Rohprotein in °4 und anteiliger Gehalt der ver- 
schiedenen Proteintrager in °, des Gesamt-Roh-Proteins. 
Diat A: MilcheiweiB; B: getrocknete Mycelriickstaénde von der Penicillinher- 























stellung. 
oo rotein | Prozentualer Anteil im Gesamtrohprotein an 
der lufttr. der Te. 8 Milch- — R Wei Bier- 
Substanz | °° *™""|  eiweiB toner — — | i 
Mycel 
A 9,7 10,3 77,0 _ 7,5 7,5 8,0 
B 12,3 13,2 oa 77,0 7,5 7,5 8,0 


























Es wurden nun (zu verschiedenen Zeiten, unter sonst gleichen Bedingungen) 
zweimal zwei Gruppen von Tieren in den Versuch genommen und alle Ratten 
beider Gruppen 120 Tage auf das Mycel- bzw. MilcheiweiBfutter gesetzt. Die Menge 
des aufgenommenen Futters war in beiden Penicilliumgruppen normal, die FreB- 
lust der Tiere trotz des etwas eigenartigen Geruchs des Penicilliumfutters nicht 
gehemmt. Die Sterblichkeit der mit Penicilliumdiat gefiitterten Ratten erwies sich 
als gering. Angaben dariiber enthalt Tab. 7. 

Aus Tab. 7 geht hervor, daB den zwei bald nach Anfang der Versuchsperiode 
eingegangenen Penicilliumversuchstieren (9,1% auf die Gesamtzahl bezogen) 
vier (entspr. 22,2%) im Laufe des Versuches gestorbene MilcheiweiBtiere gegen- 
iiberstehen. 


7 Die Starkefabrik Maier, Altschweier i. Baden, stellte freundlicherweise 
die Weizenstarke kostenlos zur Verfiigung. 
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Tab. 7. EinfluB der Verfiitterung von Milcheiweif (A)- und Penicilliummycel- 


Luge, 


(B)-Diaten auf Lebensdauer und Leberschaden. 
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Anzahl 
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Versuchstiere 


Diat 
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Anzahl 
der ge- 
storbenen 
Tiere 


histo- 
logisch 
unter- 
suchte 


Todesfalle 


Falle mit 
Leber- 
schaden® 
(Dobber- 
stein 


Durch- 
| schnittl. Le- 
bensdauer der 
Falle mit 
Leberschaden 


Versuchs- 
dauer 
in Tage n 


positiv) 





B 22 2 20 120 











A 18 4 3 | 35 120 
9 ‘ 


Interessant ist nun zu sehen, wie es mit dem Auftreten der spezi- 
fischen Leberschadigung, in erster Linie hervorgerufen durch Mangel 
an Thioaminosiuren bzw. Tocopherol, steht. Diese der menschlichen 
Eklampsie verwandte Form der Lebernekrose, die von Fink und Hock? 
in Zusammenarbeit mit Dobberstein und Matthias entdeckt wurde, 
trat lediglich bei 2 Penicillintieren auf, die aber nur eine mittlere Lebens- 
dauer von 20 Tagen erreichten. Demgegeniiber waren 2 von den 8 histo- 
logisch untersuchten MilcheiweiBdiait-Todesfallen ,,Dobberstein positiv™ 
mit einer mittleren Lebensdauer von 35 Tagen. In dieser Beziehung 
schnitt also das Penicilliumfutter nicht ungiinstiger ab als die Milch- 
eiweiBdiait. Erstaunlich ist zunichst, dab auch in der MilcheiweiBgruppe, 
also bei den Tieren, die mit vollwertigem tierischen Protein erniihrt 
wurden, Dobberstein-positive Befunde festgestellt wurden — ein Fall, 
der gelegentlich auftritt, aber fast ausschlieBlich in friihen Versuchs- 
stadien. In der letzten Zeit ist 6fters beobachtet worden, u.a. von Lindan 
und Work?!?®, daB die Art der Ernihrung der Versuchstiere (auch der 
Elterntiere) in der Zeit vor Beginn des Versuchs von Wichtigkeit auch 
fiir das Auftreten bzw. Ausbleiben von Leberschaden ist, was haupt- 
siichlich fiir die Anfangsperiode der Experimente von Bedeutung ist. 
So kann wohl mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dah 
hier sowohl die in der MilcheiweiBgruppe als auch bei den Penicillium- 
tieren beobachteten, durch Leberschiiden bedingten Todesfille im 
friihen Versuchsstadium auf ernihrungsbedingte Dispositionen vor dem 
eigentlichen Versuchsbeginn zuriickzufiihren sind. 

Abb. 1 zeigt nebeneinander die mittleren Zunahmen aller Versuchs- 
tiere, und zwar zusammengefaBt in je zwei Gruppen, so wie es durch die 
Versuchsanordnung gegeben war. Der Unterschied der Kurve einer 
MilcheiweiBgruppe zu der Kurve der dazugehérigen Penicilliumgruppe 
ist etwa der gleiche wie der zwischen den beiden anderen zusammen- 
gehorigen Gruppen. Durch Verschiedenheiten des Tiermaterials, der 
Klimaverhiiltnisse, jahreszeitliche Abhingigkeit usw. sind die jeweils 


8 Die histologischen Untersuchungen wurden in dankenswerter Weise von 
Herrn Prof. Dr. Rievel von der Bundesforschungsanstalt fiir Fleischwirtschaft, 
Kulmbach, durchgefiihrt. 

® J. Dobberstein u. A. Hock, diese Z. 280, 21 [1944], 5. Mitteilung. 

10 Q, Lindan u. E. Work, Biochem. J. 48, 344 [1951]. 


Zuwachs in g 


Mittlerer 


ous 
on 
oOo 








Zuwachs in g 


MittLlerer 


Rd. 292 (1953) Uber das Mycel von Penicillium notatum 








200 














Zuwachs in 


Mittlerer 






































Versuchstage ———> Versuchstage ———> 
Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Vergleich der mittleren Wachstumskurven von zwei Penicillium (La und Ib)- 
und zwei MilcheiweiB (Ila und I1b)-Gruppen. 
Abb. 2. Endgiiltiger Vergleich der mittleren Wachstumskurven aller Penicillium 
(I)- und aller Milcheiweif (II)-Versuchstiere. 


etwas verschiedenen Resultate bedingt, was bei unseren sich nun tiber 
mehr als 10 Jahre erstreckenden Versuchen immer wieder beobachtet 
werden kann. Um ein abrundendes Bild zu gewinnen, sind in dem Dia- 
gramm 2 schlieBlich die Kurven fiir den mittleren Zuwachs aller Milch- 
eiweiBtiere einerseits und aller Penicilliumtiere andererseits gegeben, 
mithin also jeweils die zwei Gruppen zusammengefaBt und gemeinsam 
ausgewertet. Es 148t sich auf Grund der Wachstumskurven 
klar erkennen, daB der biologische Wert des Penicillium- 
eiweiBes unter dem des MilcheiweiBes liegt. Einen zahlen- 
miBigen Ausdruck findet diese Tatsache in der Tab. 8a und 8b. Wahrend 
die Tab. 8a den durchschnittlichen Zuwachs in Gramm nach Versuchs- 
tagen zeigt, ist in der Tab. 8b dieser Zuwachs auf die zugehérigen Milch- 
eiweiBwerte bezogen. Eindeutig bleiben die Zunahmen der Penicillium- 
tiere von Anfang bis SchluB des Versuchs etwas hinter denen der Milch- 
é 18* 
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eiweiBtiere zuriick. Das Mittel aus allen durchschnittlichen Zuwachs- 


werten fiir die Zeitspanne von 0—120 Tagen liegt — MilcheiweiB gleich 
100 gesetzt — bei 59,8. 


Tab. 8a. Durchschnittlicher Zuwachs in g nach Versuchstagen: 





10 | 15 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 

| i 
24,1} 31,3} 39,1| 42,8) 54,8) 66,7) 76,1) 80,9) 87,6) 96,5 
12,5] 11,1] 16,0} 22,9] 30,9) 35,2] 38,6] 47,7) 53,8) 55,9 
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60 65 | 70 é 90 | 95 | 100 |. 105 115 





105,5 | 114,1] 118,0} 123,6] 131,0} 135,0) 138,7| 143,8) 148,1) 151,1 158,9 
61,2| 69,2} 80,8] 80,2) 86,0) 90,0) 92,5) 94,7) 101,2 104,7 109,6 














Tab. 8b. Durchschnittlicher Zuwachs in °% der zugehérigen MilcheiweiBwerte 
nach Versuchstagen: 





Diat 25 40 
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100 | 100 | 100 | 100 100 | 100 | 100 100 | 100 | 100 
58,0 | 60,7 | 68,5 | 64,9 66,7 | 66,7 | 65,9 | 68,3 | 69,3 | 70,3 | 69,0 






































Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse zeigt, daB die 
zwischen der Penicillium- und der MilcheiweiSgruppe erhaltenen Unter- 
schiede zu jedem Zeitpunkt, fiir den eine solche Berechnung angestellt 


wurde, signifikant sind (Tab. 9). 
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Tab. 9. Statistische Auswertung der Fiitterungsversuche. 
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1 Tier aus dem Versuch genommen. 


1 genommen. 


\ 
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Tiere aus dem Versuc 


* 2 





Trotz dieser zu erwar- 
tenden Unterwertigkeit des 
PenicilliumeiweiBes dem 
MilcheiweiB gegeniiber, die 
es mit praktisch allen 
pflanzlichen Proteinen teilt, 
kann aber der auf die be- 
schriebeneWeise am Wachs- 
tum junger Ratten  be- 
stimmte biologische Wert 
in Hohe von 59,8 (Mittel- 
wert) als fiir pflanzliches 
Protein recht giinstig lie- 
gend bezeichnet werden. 

Um einen Vergleich 
mit der biologischen Qua- 
litét einiger anderer ahn- 
licher EiweiBarten zu er- 
mdéglichen, seien die ent- 
sprechenden Zahlen _ fiir 
einige friiher von uns un- 
tersuchte Materialien? an- 
gefiihrt: 


Milcheiwei8B ..... . 100 
PRA vinta. oes Ge wea TO 
Brauereinahrhefe . ... 84 
Strohvorhydrolysat-Hefe. 64 
Buchenholz-Sulfit- 


ablaugenhefe. . . . 34 
Holzzuckerhefen . ... 33 
Aspergillus oryzae ... 44 
IBIGSYAG fo, ce. ts) cd el la, oO 
Kartofiel’. ...c066, «ws 64 

Man sieht, daB der 


biologische Wert des Peni- 
cilliumeiweiBes etwa dem 
des Proteins der besten sog. 
Kunsthefe (Jorula utilis), 
auf Strohvorhydrolysat ge- 
ziichtet, bzw. dem von 
KartoffeleiweiB entspricht. 

Versuche zur ,,Auf- 
besserung‘‘ der biologischen 
Wertigkeit der getrockne- 
ten Mycelriickstiinde durch 
Zulage von Methionin bzw. 
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Cystin wurden nicht unternommen. Wir halten es aber nach un- 
seren Erfahrungen fiir sehr wahrscheinlich, dali dieser Effekt ein- 
treten diirfte. 

Auf Grund der vorstehend geschilderten Versuchsresultate it 
sich eindeutig sagen, daB von einer Animal-Protein-Faktor-Wirkung 
(APF-Wirkung) und ,,Aureomycin-Wirkung® des Penicilliummateri:ls 
nicht die Rede sein kann. Dies war fiir uns nicht iiberraschend, da das 
Penicillin im Gegensatz zum Aureomycin geringe Stabilitét besitzt"™ 
und speziell beim TrocknungsprozeB ‘nahezu vollstaéndig zerst6rt wird. 
Bekanntlich haben die Mycel-Riickstiinde der Aureomycin-Ziichtung, 
wie Stockstad und andere Autoren zeigen konnten, eine wachstunis- 
beschleunigende, futtersparende und appetitanregende Wirkung, was 
bisher bei einer Reihe von Nutztieren mit einhdhligem Magen und 
kurzem Darm sowie bei Jungtieren mit zweihdhligem Magen erprobt 
wurde!*, Als Ursache wiid eine bessere Ausnutzung der Futterstofte, 
speziell des EiweiBes, angenommen. Eine ahnliche Wirkung hat auch 
das reine Aureomycin sowie Cas unzcrsetzte Penicillin. 

Auf unsere Anregung hin und unter unserer beratenden Mitwirkung werden 
zur Zeit noch mit den Mycelriickstaénden Fiitterungsversuche an Schweinen auf 
einem der Versuchsgiiter der Landwirtschaftlichen Fakultaét der Universitat Bonn 
(Prof. Dr. Rothes, Prof. Dr. Havermann, Dipl. Landwirt Heymer) durch- 
gefiihrt. Uber das Ergebnis wird noch gesondert zu berichten sein. 

So viel scheint auf Grund unserer eigenen an Albinoratten durch- 
gefiihrten Versuche festzrstehen, da8 fiir omnivore Tiere mit einhéhligem 
Magen ein erheblicher Zusatz zum Futter unbedenklich vorgenommen 
werden kann. Die von uns verwandte Diit enthielt etwa 32°, Mycel- 
riickstande. Zur Erzielung optimalen Wachstums wird man sie aller- 
dings in geringerer Menge zusetzen und einen Teil durch tierisches Ki- 
wei wie Magermilch, Fischmehl, Tierk6rpermehl usw. ersetzen miissen. 
Nach der Lage des biologischen Wertes, der etwa dem einer guten 
Torulafutterhefe entspricht, diirfte nach unseren friiheren Erfahrungen 
bei der Bestimmung des Ergiinzungswertes von Hefeeiweif ein Ver- 
haltnis von etwa 50%, MyceleiweiB zu 50°, tierischem EiweiB zu er- 
warten sein. 

Auf jeden Fall wire aber mit der Verwendung als Futterzusatz 
eine sinnvolle Verwertungsmoglichkeit der bei der Penicillin-Herstellung 
anfallenden Mycelriickstiinde gegeben. 


Wir danken dem Bundesministerium fiir Ernaihrung, Landwirt- 
schaft und Forsten auch an dieser Stelle fiir die finanzielle Unterstiitzung unserer 
Arbeiten auf dem Gebiet der Ernahrungsphysiologie. 


11 Herrel-Schulze, Penicillin und andere Antibiotica. Verlag Hirzel, 
Stuttgart 1949; H. Vogel, Die Antibiotica. Verlag Carl, Niirnberg 1951. 

? Aurofac, Vitamin B,,-Antibiotic (Aureomycin) Feed Supplement, Animal 
Feed Department, Lederle Laboratories Division, New York. 
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Zusammenfassung 

Die Mycelmassen eines Stammes von Penicillium notatum (Rontgen- 
mutante), wie sie bei der Penicillinherstellung abfallen, wurden nach 
eingehender Analyse und Bestimmung der Verdaulichkeit in vitro 
und in vivo auf den biologischen Wert ihres Proteins untersucht. Dabei 
ergab sich, daB die biologische Qualitaét des PenicilliumeiweiBes dem 
anderer Pflanzenproteine entspricht und etwa die gleiche GréBen- 
ordnung aufweist, wie die der besten sog. Kunsthefe (Zorula utilis) oder 
aber des KartoffeleiweiBes. APF-Wirkung oder ,,Aureomycin-Wirkung* 
konnte nicht beobachtet werden. Auf die fiitterungspraktischen Aus- 
blicke, die sich bei den Versuchen ergeben haben, wurde hingewiesen, 


Eine einfache Methode zur weiteren Auftrennung 
papierchromatographisch vorgetrennter Substanzgemische 


Von 


K. Sehlégl und A. Siegel 


Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universitit Wien 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Miirz 1953) 


Bei der papierchromatographischen Analyse von Substanzgemischen 
erhilt man oft Flecke, die mehrere Substanzen mit ahnlichen R;,-Werten 
enthalten. In diesen Fallen kann haufig eine weitere Auftrennung durch 
nochmalige Chromatographie dieser Flecke erzielt werden. Hierzu kann 
entweder die bekannte Methode der zweidimensionalen Papierchromato- 
graphie herangezogen werden oder es miissen die in dem fraglichen 
Fleck enthaltenen Stoffe in geeigneter Weise auf ein anderes Chromato- 
gramm iibertragen werden. 

Die Ubertragung von papierchromatographisch vorgetrennten 
Substanzen auf ein zweites Chromatogramm zwecks weiterer Auf- 
trennung war bisher im wesentlichen nur durch Eluieren eines Fleckes 
und erneutes Aufbringen auf ein anderes Chromatogramm méoglich. 
Doch ist dieses Eluieren einerseits zeitraubend und nicht immer quanti- 
tativ, andererseits im Fall schwer léslicher Substanzen tiberhaupt nicht 
oder nur sehr beschrankt anwendbar. 

Es waren wohl Methoden zur wechselweisen Ubertragung von 
Papierchromatogrammen auf Elektropherogramme (durch Aufbringen 
des puffergetrankten Streifens!) bzw. umgekehrt (durch Annéhen?) 
bekannt, doch schienen diese fiir einzelne Flecke nicht brauchbar*). 


1 E.L. Durrum, J. Colloid. Sci. 6, 274 [1951]. 

* B. Kickhéfen und O. Westphal, Z. Naturforschg. 7b, 659 [1952]. 

*)Anm. b. d. Korr.: L. A. Boggs, Analytic. Chem. 24, 1673 [ 1952}, iiber- 
trigt Zucker auf ein zweites Chromatogramm durch ,,Einflechten* eines Streifens. 
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Wir konnten nun feststellen, daB eine Ubertragung eines Substanz- 
fleckes von einem Chromatogramm auf den Startpunkt eines anderen 
in einfachster Weise durch Ausschneiden, Auflegen des trockenen 
Fleckes auf den Startpunkt und Festhalten mit zwei Glasstreifen, wie 
aus der Abb. 1 hervorgeht, méglich ist und sich erneutes Chromato.- 
graphieren solcher tibertragenen Substanzen ohne Stérung durch- 
fiihren laBt. 


Ph ee 


Summiring. . 


Glas- f a 
Streifen 47- L & ¥ -25mm 
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all |. Ubertragungsflecke Ta 
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Abb. 1. Anordnung zur Ubertragung von Substanzflecken. 


Fir diese Form der Ubertragung werden die zu trennenden Sub- 
stanzen, deren Lage aus einem gleichzeitig mitgelaufenen Vergleichs- 
chromatogramm, das mit geeigneten Reagenzien entwickelt wurde, 
bekannt ist, ausgeschnitten. Dazu ist am besten die in der Abb. 1 
gezeichnete Form geeignet, wobei der obere Rand der Flecke zum 
besseren DurchflieBen des Lésungsmittelgemisches nicht geschnitten, 
sondern gerissen wird. Es kénnen jedoch ohne Stérung auch langere 
Flecke quer zur Laufrichtung aufgebracht werden, wie diese beim 
Ausschneiden mancher Substanzflecke anfallen kénnen. Der oder die 
ausgeschnittenen Flecke werden nun lings der Startlinie aufgelegt 
und mit 2 Glasstreifen, die durch Gummiringe unter méBigem Druck 
zusammengehalten werden, in ihrer Lage fixiert. Die Kanten der Glas- 
streifen, deren Dimensionen aus der Abb. | zu entnehmen sind, werden 
zweckmaBig leicht abgeschliffen, um ein Reifen der Gummiringe zu 
verhindern. 

Wir haben auch Versuche unternommen, bei denen mittels einer 
geeigneten Vorrichtung die Flecke unter héherem Druck aufgepreBt 
wurden, doch traten dabei — wahrscheinlich infolge Stérung des Lésungs- 
mitteldurchflusses — insofern Komplikationen auf, als langsam 
wandernde Substanzen zum Teil am Ubertragungsfleck und am Start- 
punkt zuriickblieben und von diesem aus Streifen zum eigentlichen 
Substanzfleck zogen. Dies ist bei der jetzt verwendeten, einfachen 
Anordnung — bei der der Druck méglichst gering gehalten wird — 
nicht mehr oder nur in ganz untergeordnetem Ma8 der Fall. Substanzen 
mit Ry-Werten ab etwa 0,15 wandern in jedem Fall stérungsfrei. 

Die neue Methode scheint, sowohl was die bisher verwendeten 
Lésungsmittelgemische (Butanol-Eisessig-Wasser, Butanol-Athanol- 
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Wasser’, Phenol-Wasser, Isoamylalkohol-Ammoniak-Wasser* und Buta- 
nol-Athanol-Ammoniak-Wasser®) als auch die verwendeten Papier- 
sorten (Whatman Nr. 1 und 4, Schleicher & Schill 2043b, rauh und 
glatt) sowie die untersuchten Stoffklassen (Aminosiuren, DNP-Amino- 
siuren, Phenoxyessigsiuren* und Azofarbstoffe) betrifft, allgemein 
anwendbar zu sein. Dies sollen die im folgenden naher ausgefiihrten 
Beispiele zeigen, die auch die Vorteile der neuen Methodik fiir ver- 
schiedene papierchromatographische Probleme aufzeigen sollen. 


Aminosauren 

Zur Priifung der Methode wurde ein Gemisch aus 12 Aminosiuren 
(Alanin, Asparaginsiure, Glutaminsiure, Glycin, Histidin, Leucin, 
Lysin, Methionin, Prolin, Serin, Taurin und Tyrosin) zweimal ein- 
dimensional mit Phenol auf Whatman Nr. 1 laufen gelassen. Die Flecke 
in dem nicht mit Ninhydrin entwickelten Chromatogramm, von denen 
anzunehmen war, daB sie ein Gemisch vorstellten, wurden ausgeschnitten 
und mit Butanol-Eisessig-Wasser auf SS 2043b chromatographiert 
(Abb. 2). 
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Abb. 2. Auftrennung eines Gemisches A aus 12 Aminosduren durch Ubertragung. 


Mit dieser Methode, die noch durch den Nachweis der sauren Amino- 
siuren auf einem getrennten Chromatogramm mittels Umbelliferons® 
ergiinzt wurde, konnte die Mischung aus den genannten Aminosiuren 


3 Wen-Hua Chang, R. L. Hossfeld und Wm. M. Sandstrom, J. Amer. 
chem. Soc. 74, 5766 [1952]. 

4 K.Schlégl und A. Siegel, Mikrochemie 40, 202 [1953]. 

° K. Schlégl, A. Siegel und F. Wessely, diese Z. 291, 265 [1952]. 
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glatt aufgetrennt werden. Auch im umgekehrten Fall, bei dem ein 
mit Butanol-Eisessig nicht trennbares Gemisch von Aminosiéiuren 
(Asp, Glu, Gly, Ser) nach Ubertragung mit Phenol getrennt wurde, 
waren die Ergebnisse gleich gut. 

Wenn man von der, wie eingangs erwahnt, beschrankt anwend- 
baren und zeitraubenden Methode des Eluierens absieht, so bietet das 
vorliegende Verfahren der Ubertragung von Flecken gegeniiber der 
bisherigen Form der direkten zweidimensionalen Papierchromato- 
graphie folgende Vorteile bzw. kann es als gute Erginzung Verwendung 
finden. 

a) Man ist nicht auf zwei Dimensionen beschrinkt, da ja das 
Ubertragen von Flecken mehrfach — theoretisch beliebig oft — wieder- 
holt werden kann und man daher in der Lage ist, eine Kombination 
von verschiedenen Lésungsmittelgemischen zu verwenden. Auferdem 
kann auch nach jeder Ubertragung die Papiersorte gewechselt werden. 

b) Nach der Ubertragung findet jeweils ein frisches Papier Ver- 
wendung, wahrend bisher immer mit einer gewissen Verunreinigung 
des Papiers durch das in der ersten Dimension verwendete Lésungs- 
mittel (besonders bei Phenol) gerechnet werden muBte. 

c) Es kann mit den relativ einfachen Behelfen der eindimensionalen 
Chromatographie das Auslangen gefunden werden, wodurch auch eine 
gewisse Materialersparnis bedingt wird. 

d) In jeder Dimension, d.h. mit jedem Loésungsmittelgemisch, 
kann ein Vergleichschromatogramm mitlaufen; dadurch ist in vielen 
Fiillen exaktere Identifizierung méglich. 

Auch DNP-Aminos&duren lieBen sich, wie kurz erwahnt, glatt 
iibertragen und mit dem friiher angegebenen® Gemisch gut chromato- 
graphieren, ohne daB8 Schwanzbildung eintrat oder Substanz am Start 
bzw. in den Ubertragungsflecken zuriickblieb. 


Azofarbstoffe 

Ein wichtiges Anwendungsgebiet der Methode der Fleckenitiber- 
tragung konnten wir am Beispiel von Chlorphenolen aufzeigen, mit 
deren Trennung wir in anderem Zusammenhang befaBt sind. Es ist 
nimlich méglich, nach deren Auftrennung mit. Isoamylalkohol-Wasser- 
Ammoniak* und nach Entwicklung mit diazotierter Sulfanilsdéure die 
nun erhaltenen Flecke von Azofarbstoffen auf ein zweites Chromato- 
gramm zu iibertragen und diese weiter aufzutrennen*. Dabei sind 
manche Isomere, die als freie Chlorphenole schlecht trennbar sind, 
gut aufzutrennen und somit ist eine gute Erginzung beider Verfahren 
gegeben. Uber diesen Nachweis und die Trennung von Chlorphenolen 
soll an anderer Stelle ausfiihrlicher berichtet werden ®. 

Das hier erwihnte Verfahren der intermediiren Umwandlung 
einer Stoffklasse in eine andere zwischen zwei Chromatogrammen ist 


6 A, Siegel u. K. Schlégl, Mh. Chem., im Druck. 
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in so einfacher Weise nur mit der Ubertragung moglich, da z. B. speziell 
die Azofarbstoffe nur schwer eluierbar sind. 


Aryloxyessigsauren 

Bei den Aryl-oxy-essigsiuren, die zur papierchromatographischen 
Trennung von Phenolen herangezogen wurden‘, lie sich ein weiterer 
Vorteil der Ubertragungsmethode zeigen. 

Es k6nnen namlich schnell wandernde Flecke von schlecht trenn- 
baren Substanzen (Isomeren) tibertragen und erneut mit demselben 
Losungsmittelgemisch chromatographiert werden, wodurch eine Ver- 
doppelung der Wanderungsstrecke und damit eine bessere Auftrennung 
erreicht wird, die sonst nur mittels Durchlaufchromatographie zu er- 
zielen wire. Diese ist aber bei schnell wandernden Flecken kaum noch 
anwendbar. 

Andererseits kann ein langgezogener Fleck, in dem zwei Sub- 
stanzen mit ahnlichen Ry-Werten vermutet werden, in der Mitte, quer 
zur Laufrichtung, auseinandergeschnitten, beide Hialften iibertragen 
und mit dem gleichen Lésungsmittel erneut chromatographiert werden. 
Lag nur eine Substanz vor und stammte die Linge des Fleckes nur 
von zu groBer Substanzkonzentration, so treten jetzt 2 kleinere Flecke 
mit gleichem R,-Wert auf, wihrend im Fall des Gemisches, in dem die 
Substanz mit kleinerem R,-Wert in der oberen Hialfte des Fleckes 
und die mit héherem R,-Wert in der unteren Halfte angereichert ist, 
nach Ubertragung 2 Flecke mit deutlich unterschiedlichem Ry-Wert 
vorliegen. Als Beispiel hierfiir wahlten wir — wie Abb. 3 zeigt — 
Gemische der Aryloxyessigsiuren von o- und p-Kresol einerseits sowie 
3.5- und 2.4-Dimethyl-phenol andererseits. Die Abb.3 zeigt die im 
obigen Sinn erhaltenen Ergebnisse. 
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Abb. 8. Auftrennung von langen Flecken mit der Ubertragungsmethode. A: Aryl- 

oxyessigsiuren von o- und p-Kresol (oberer Fleck). Aryloxyessigsiuren von 2.4- 

und 3.5-Dimethyl-phenol (unterer Fleck). B: langgezogene Flecke von p-Kres- 

oxy-essigsiure und [3.5-Dimethyl-phenoxy]-essigsiure. Whatman 1, Isoamyl- 
alkohol-konz. NH,-Wasser (30: 15: 5). 
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Dem Vorstand unseres Institutes, Herrn Prof. Dr. F. Wessely, sind wir 
fiir sein férderndes Interesse zu gréBtem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Methode beschrieben, die die direkte Ubertragung 
von papierchromatographisch vorgetrennten Substanzen auf ein zweites 
Chromatogramm erlaubt und die Anwendungsméglichkeiten dieses 
Verfahrens werden an einigen Beispielen erlautert. 


Zur Kenntnis der Fettsduren der Gehirncerebroside 
Die Konstitution der ungesattigten Oxysauren* 


Von 
E. Klenk und H. Faillard 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Ké6ln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Miirz 1953) 

Schon vor laingerer Zeit hat der eine von uns! aus Gehirncerebrosiden 
eine ungesattigte Oxysiure C,,H,,0, isoliert, welche als x-Oxy-nervon- 
siure (A)°-11-~-Oxy-tetrakosensiure) angesprochen wurde*. Der Ozon- 
abbau dieser Saure fiihrte zu Pelargonsiiure und nach Permanganat- 
oxydation der Abbauprodukte zu _ 1.12-n-Dodecan-dicarbonsaure, 
C,4H,,0,. Dieses letzte Abbauprodukt konnte allerdings nicht vdllig 
rein erhalten werden. Der Schmelzpunkt des Rohproduktes lag wesent- 
lich unter dem der synthetischen 1.12-n-Dodecan-dicarbonsiure, und 
auch die gereinigte Substanz zeigte trotz der richtigen elementaren 
Zusammensetzung immer noch einen um 8—10° niedrigeren Schmelz- 
punkt. Wenn auch das Vorliegen der 1.12-n-Dodecan-dicarbonsiure 
als gesichert angesehen werden konnte, so muBte jedoch die Frage 
iiber die Menge und die Natur der die Schmelzpunktserniedrigung 
hervorrufenden Verunreinigung noch offen gelassen werden. 

Wegen des etwas unbefriedigenden Ergebnisses haben wir nun die 
Untersuchung wieder aufgenommen. Die Abbausiuren, welche bei der 
oxydativen Ozonidspaltung der acetylierten Oxysiure (I und II) nach 
der Verseifung anfielen, wurden in eine Monocarbonsiéure- und eine 
Oxydicarbonsiaurefraktion aufgeteilt. Wie eine scharfe fraktionierte 
Destillation der Methylester der Monocarbonsiurefraktion mit Hilfe 
einer Drehbandkolonne zeigte, besteht diese zwar der Hauptsache nach 
aus Pelargonsiure (III). Sie enthalt jedoch in kleineren Mengen auch 
Onanthsiure (IV), die durch Papierchromatographie einwandfrei identi- 
fiziert werden konnte. Der weitere Abbau der Oxydicarbonsiaure- 


* Auszug aus der Dissertation von H. Faillard, Koln 1952. 
1K. Klenk, diese Z. 157, 291 [1926]. 
2 E. Klenk, diese Z. 174, 214 [1928]. 
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fraktion (VII und VIII) durch Bleitetracetatspaltung und nachfolgende 
Oxydation der Aldehydséiuren (IX und X) fiihrte ebenfalls zu einem 
Gemisch von 2 verschiedenen Séuren, und zwar einem Gemisch von 
1.12-n-Dodecan-dicarbonsiure (XI) und 1.14-n-Tetradecan-dicarbon- 
siure (XII). Auch dieses Sauregemisch konnte durch scharfe frak- 
tionierte Destillation der Methylester in die beiden Komponenten 
zerlegt werden. 

Aus diesem Spaltergebnis geht hervor, daB die untersuchte un- 
gesiittigte Oxysiure keine reine x-Oxy-nervonsiure (XX) ist, wie bisher 
angenommen wurde, sondern daB sie als zweite Komponente in etwas 
kleineren Mengen noch die ihr isomere 417-n-~-Oxy -tetrakosensaure 
(XXII) enthalt. AuBerdem muBte in Betracht gezogen werden, dab 
als dritte Komponente noch die A!’-n-«-Oxy-hexakosensaure vorhanden 
ist, da unter den Abbauprodukten die 1.14-n-Tetradecan-dicarbonsaure 
in etwas gréBerem Mengenverhialtnis vorhanden zu sein schien als die 
Onanthsaure. 

Wir haben deshalb das Hydrierungsprodukt (XIII) der ungesattigten 
Oxysiiure — von dem friiher? schon festgestellt wurde, daB es mit der 
Cerebronséure identisch ist — in derselben Weise wie seinerzeit® die 
Cerebronsiure — zu der um ein C-Atom armeren Fettsiure abgebaut 
(XIII—XIX) und das so erhaltene Abbauprodukt durch eine scharfe 
fraktionierte Destillation der Methylester auf Einheitlichkeit gepriift. 
Es stellte sich heraus, daB das Abbauprodukt ebenso wie bei der Cerebron- 
siure praktisch reine n-Trikosansiure (XIX) ist, und da insbesonders 
hdhere Homologe in irgendwie nennenswerten Mengen nicht vorhanden 
sein kénnen. Auch die réntgenographische Untersuchung ergab die 
Identitét mit der synthetischen n-Trikosansaure. 

Es spricht demnach alles dafiir, daB in dem urspriinglichen Praparat 
der ungesattigten Oxysiure die oben erwihnte «-Oxy-hexacosensaure 
fehlt und daB es sich nur um ein Gemisch der beiden isomeren C,4-Saiuren 
(4}>-n-«-Oxy-tetrakosensaure [XX] und 4!’-n-x-Oxy-tetrakosen- 
siure (XXIT]) handelt. 

Es sei bei dieser Gelegenheit noch darauf hingewiesen, dais das 
Vorkommen dieser beiden ungesattigten Oxysauren in den Cerebrosiden 
des Nervengewebes in Analogie steht mit dem Vorkommen der beiden, 
von Leupold?‘ aufgefundenen, isomeren ungesattigten C,,-Aldehyden 
(4° und A-n-Octadecenal [XXI und XXIII] in den Acetalphos- 
phatiden des Nervengewebes. Wie die Gegeniiberstellung der Formeln 
zeigt, befinden sich, von den endstandigen Methylgruppen aus gerechnet, 
die Doppelbindungen in den beiden isomeren Siiuren und in den beiden 
isomeren Aldehyden an derselben Stelle. Die Frage, ob dieser Analogie 
mehr als nur eine rein formale Bedeutung zukommt, mu8 noch dahin- 
gestellt bleiben. 


3 E. Klenk u. L. Clarenz, diese Z. 257, 268 [1939]. 
4 F. Leupold, diese Z. 285, 182 [1950]. 
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-CH: CH-[CH,],.°CHO(CO-CH;)-COOCH, 
CH} CH: CH-[CH,],4->CHO(CO-C H,)‘COOCH, 


oxydative Ozonidspaltung 


V4 \ 
j~COOH (III) COOH-[(CH,],.°CHO(CO-CH,) COOCH,  (V) 
o];COOH (IV) COOH-[CH,],,-CHO(CO-CH,)-COOCH, (V1 


Verseifung 


COOH-[CH,],.°CHO (IX) _ Bleitetra- COOH-[CH,],.°CHOH-COOH — (VIL) 
COOH-[CH,],,CHO (X)— *"' COOH-[CH,],4;CHOH-COOH = (VIII) 


H,0, 

COOH-[CH,],.°COOH (XT) 

COOH-[CH,],4COOH (XII) 

CH,:[CH,]o,CHOH-COOH (XIII) —*°*t _. CHy-[CH,]oCHO (XIV) 
NH.OH 


Essigsiiure- 


CH,-[CH,]o,CN (XVI) <a CH,-[CH,].,CHNOH (XV) 


alkoholische 
HCl 


CH,-[CHy]o,-C[OC,H;]-NH-HCl (XVID) ~'°_, CH,-[CH,]o:-COOC,H, (XVIII) 


Verseifung 
t 
CH,-[CH,].,COOH (XIX) 


alia (XX) 
(X-XT) 

aaa (X XIT) 
(X XITI) 


Darstellung des Ausgangsmaterials 


Die ungesattigte Oxysiure wurde aus den in Aceton leichter léslichen An- 
teilen der Cerebrosidfraktion gewonnen, welche aus den Methanol-Chloroform- 
(Tetrachlorkohlenstoff)-Extrakten von Gehirn nach der Entfernung der Ganglioside 
durch Auskochen mit Aceton anfielen®. In diesen Anteilen sind die Cerebroside 
mit ungesattigten Fettsiuren stairker angereichert als in den schwerer l6slichen 
Fraktionen, die vorwiegend aus Cerebron bestehen. 

Die Spaltung von insgesamt 660 g Cerebrosiden (P0,1%) ergab nach der 
alten Methode® 84,6 g ungesattigte Oxysiure (Rohprodukt). Die Jodzahl der 
einzelnen Praparate lag zwischen 52,8 und 56,3 (C4H4,0, ber. 66,4), der Schmp. 
zwischen 68 und 72°. Entfernung eines Teils der noch beigemengten Cerebron- 
siure durch Umkristallisieren aus dem 10-fachen Volumen Aceton bei Zimmer- 
temperatur und Riickgewinnung der in Lésung bleibenden ungesattigten Oxysiure 
nach dem Einengen des Filtrats durch Ausfrieren bei —50°. Veresterung durch 


5 Siehe E. Klenk, diese Z. 268, 50 [1941]. 
6 E. Klenk, diese Z. 157, 283 [1926]; 166, 268 [1927]. 
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]-stdg. Kochen mit methanolischer Schwefelsiure, Ausschiitteln des Methylesters 
mit Petrolather und Acetylierung des Esters durch 3-stdg. Kochen mit der 20-fachen 
Menge Acetylchlorid. Uberschiissiges Acetylchlorid im Vakuum abdestilliert, 
Riickstand in Petrolaither aufgenommen und die letzten Reste des noch vor- 
handenen Acetylchlorids durch Ausschiitteln mit Wasser entfernt. Petrolaitherische 
Lésung mit Tierkohle entfairbt, etwas eingeengt und daraus eine weitere Menge 
(erebronsaure in Form des Acetoxymethylesters bei —70° ausgefroren. Der aus 
dem Filtrat durch Abdestillieren des Lésungsmittels gewonnene ungesiittigte 
Acetoxymethylester (citronengelbes O1) diente als Ausgangsmaterial fiir die weiteren 
Versuche. 

Ausbeute: aus 52,5¢ ungesiittigter Oxysiure (Rohprodukt) 28,3 g¢ un- 
gesiittigter Acetoxysiure-methylester. C,,H;)0,. Jodz. ber. 57,8; gef. 52,7; 53,7. 
Die Substanz enthalt demnach noch etwa 8°, der entsprechenden Cerebronsiure- 
verbindung. 


Oxydativer Abbau des ungesittigten Acetoxysiure-methylesters 

12,45 g Substanz wurden in Portionen von 2—4g, die in dem 15-fachen 
Volumen Chloroform gelést waren, bei —20° ozonisiert. Das durch vorsichtiges 
Abdampfen des Lésungmittels gewonnene Ozonid léste man in etwa 50 ccm Eis- 
essig und spaltete nach Zugabe von 10 ccm Perhydrol (Merck) durch 3-tagiges 
Stehenlassen in einem Thermostaten bei 35°. Zur Zerstérung des iiberschiissigen 
Wasserstoffperoxyds wurde kurz aufgekocht und der Eisessig in einem Wasserbad 
von 70° iiber eine kleine Kolonne vorsichtig im Vakuum abdestilliert. Der Riick- 
stand (einschlieBlich der aus der Kolonne durch Ausspiilen mit Chloroform ge- 
wonnenen kleinen Substanzmenge) wurde zur Verseifung des darin vorhandenen 
Acetoxydicarbonsiure-monomethylesters 1 Stde. mit der 35-fachen Menge methano- 
lischer Natronlauge gekocht. Nach Einengen der Lésung auf die Hilfte verdiinnte 
man mit demselben Volumen Wasser und schiittelte die mit Salzsiure in Freiheit 
gesetzten Sauren mit Ather aus. Das Saéuregemisch wurde nach Abdestillieren 
des Athers zweimal mit Petrolather ausgekocht, wobei die Monocarbonsiuren 
(3,77 g) in Lésung gingen, wahrend die Oxydicarbonsaiuren (6,55 g) ungelést 
zuriickblieben. 

a) Die Monocarbonsauren. Die Methylester wurden in einer Drehband- 
kolonne bei einem konstanten Druck von 6 mm Hg fraktioniert destilliert (Tab. 1). 


Tab. 1. Fraktionierte Destillation der Monocarbonsiure-methylester, 





Sor ae we Ss " ” - 
Methylester | freie Sauren Aquiv.- 


Schmp. Gew. 





Menge | 220° Aquiv. 


‘ | i Schmp. 


| 
| 
| Sdp. 





re ry) Qn As ey C,H Os 

58—90° | 0,59 | 1,4137] 1,4248] unter 0° 100 7 130,2° 11,4216 

90—91° | 0,53 | 1,4211) 1,4327) 10—11° 
C,H, 30, 

Q10 9 Qe —_ 0 9 182 

91 0,88 | 1,4215) 1,4338} 11—12 412,59 ”'158,2 1,4326 


93—110% 0,58 | 1,4312) 1,4395) 13—15° 
































0,71 | 1,4721 


Papierchromatographie der Sauren in Form der Ammoniumsalze’ 


Frisch destilliertes Butanol mit demselben Volumen 3-n. waBrigem Ammoniak 
ausgeschiittelt. Papier: Schleicher & Schiill 2043b. Laufzeit: absteigend 24 Stdn.; 
Farbung: Bromkresolpurpur in einer alkoholischen Formalinlésung vom py 5,0. 


4 R. L. Reid u. M. Lederer, Biochem. J. 50, 60 [1951]. 
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Wie die Abb. 1 und 2 zeigen, verhalt sich Fr. 1 (freie Saure) papierchromato. 
graphisch wie Onanthsaure, die Fr. 3 dagegen wie Pelargonsaure. 


I | J # @ | i a2@ m@ Ww oe 


00 |.0_|9, 
Q| Vo O| Jt g 


v () ’ 
Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 
Abb. 1. Papierchromatogramm von Fr.1 der Monocarbonsaéuren (I). Vergleich 
mit Onanthsdure (II) und Pelargonsaure (III). 


Abb. 2. Papierchromatogramm von Fr. 3 der Monocarbonsauren (I). Vergleich 
mit Onanthsaure (II) und Pelargonsaure (III). 
Abb. 3. Papierchromatogramm der Dicarbonsiéuren aus Fr. 2 (I) und Fr. 5 (III) 
(Tab. 2). Vergleich mit den C,;- und C,,-n-Dicarbonséuren (II und IV) oni rer 
Herkunft und der synthetischen C,,-n-Dicarbonsiure (V). 


b) Die Dicarbonsiuren. Diex-Oxy-dicarbonsiuren wurden in Portionen 
von 1—2g mit der doppelten der theoretisch notwendigen Menge n/10-Blei- 
tetracetat in Eisessig durch 4-tagiges Stehenlassen bei 40° gespalten. Nach Zugabe 
einer waBrigen Lésung von Kaliumjodid und Natriumacetat titrierte man das 
von dem iiberschiissigen Bleitetracetat in Freiheit gesetzte Jod mit n/2-Natrium- 
thiosulfat (Indikator: Starkelésung). Der gefundene Verbrauch an Bleitetracetat 
lag bei allen Ansaitzen etwas héher (110—120°,) als der fiir C,;H,,0, berechncte 
Wert. 
Das nach der Titration ausgefallene Bleijodid wurde abgesaugt, das Filtrat 
mit demselben Volumen Wasser verdiinnt und mit Ather ausgeschiittelt. Ebenso 
wurde der Bleijodidniederschlag gut mit Ather ausgekocht. Nach Abdestillieren 
der beiden vereinigten atherischen Lésungen nahm man die zuriickgebliebenen 
Aldehydsauren in 200 ccm Eisessig auf, fiigte 10 cem Perhydrol (Merck) zu und 
lieB 3 Tage im Thermostaten bei 35° stehen. Die Lésung wurde dann kurz auf- 
gekocht und im Vakuum bei 70° (Wasserbad) vorsichtig bis auf 1/, des urspriing- 
lichen Volumens konzentriert. Die Dicarbonsiuren schiittelte man schlieBlich 
nach Verdiinnen mit dem 3-fachen Volumen Wasser griindlich mit Ather aus 
und wusch die atherische Lésung mit Wasser essigsiurefrei. Nach Abdestillieren 
des Athers verblieben 5,43 g Dicarbonsiuren. Schmp. 73—89° (also sehr unscharf). 

Die Methylester wurden mit Hilfe einer mit kleinen Drahtnetzsitteln ge- 
fiillten Kolonne von 50 cm Lange im Vakuum (10-* mm Hg am Kopf der Kolonne) 
fraktioniert destilliert (Tab. 2). 

Fr. 2. Die Saure (Schmp. 123—124°) gab mit der Saiure (Schmp. 122—123°) 
von Fr. 5 eine starke Schmelzpunktsdepression (Mischungsverhiltnis 1 : 1, Schmp. 
105—107°). Papierchromatographische Identifizierung siehe Abb. 3. 

8,93 mg Sbst.: 21,42 mg CO,, 8,07 mg H,0. 
C14H 250, . Ber. C 65,08, H 10,14. Gef. C 65,34, H 10,11. 

Fr. 5. Die Saure (Schmp. 122—123°) schmolz nur um 1° niedriger als die 
synthetische 1.12-n-Tetradecan-dicarbonsiure, welche uns freundlicherweise von 


Herrn Prof. Ziegler, Miilheim (Ruhr), als Vergleichssubstanz iiberlassen wurde. 


Die Mischprobe der beiden Substanzen zeigte keine Schmelzpunktsdepression. 
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Tab. 2. Fraktionierte Destillation der Dicarbonsaéure-methylester. 




















| Methylester freie Sauren 
CO Aquiv.- 
— ™ umkristallisiert* Schmp. Gen. 
g Schmp. | 2) Schmp. Sie Aquiv.- ber. 
P| Gew. 
1. | 0,07 | 18—21° | 1,4399] 53—61° C,4Ho50, 
2. | 0,76 | 29—30° | 1,4369| 110-1139 1231240] 130.7 | 125.8% 129.2 
3. | 0,47 | 35—36° | 1,4370| 111-1134 120-1229 1323 
138,5 
"70 bt 0 . ae 0 ’ 
4. | 0,53 | 36—37° | 1,4377|100—1049107—109%| 1347 ‘seHs00¢ 
147.2 
— 390 —_ = ’ 
5. | 0,50 | 37—39° | 1,4399]114—11691122—123 377° log io40 149.9 
6. | 0,72 | 42—46° | 1,4436'107—1099117—1189) 49-5 

















R*| 2,15 


* nach 3-maligem Umkristallisieren aus Essigester. 
5 


+ 1,20 g Kolonnenriickstand (nh " = 1,4585) + 0,95 g Kolbenriickstand. 
5,316 mg Sbst.: 13,12 mg CO,, 5,00 mg H,0. 
C,gH3,90,. Ber. C 67,10, H 10,56. Gef. é 67,32, H 10,53. 
Papierchromatographie in Form der Ammonsalze* (siehe Abb. 3). Mobile 
Phase, Papier und Farbung wie bei den Monocarbonsauren. Laufzeit: absteigend 
80 Stdn. (Papier am unteren Ende gezackt, so daB mobile Phase abtropft). 


Wie Abb. 3 zeigt, verhielt sich die Saéure auch papierchromatographisch 
wie die synthetische 1.12-n-Tetradecan-dicarbonsaure. 


Uberfihrung der ungesattigten Oxysaiure in die n-Trikosansaure 


Die durch Verseifung aus dem Acetoxymethylester (15,8 g) gewonnene freie 
Siure (Schmp. 65—66°, Jodz. 61,5 [C.,H,,03, ber. 66,3]) wurde in der iibliches 
Weise verestert und der Ester in alkoholischer Lésung mit Raney-Nickel an 
Katalysator im Autoklaven bei 70—80° hydriert. Die aus dem hydrierten Ester 
erhaltene freie Saiure reinigte man zur Abtrennung evtl. vorhandener Lignocerin- 
siure mit der Magnesiumsalzmethode® und kristallisierte die rein weiBe Substanz 
aus Aceton um (13, 5g). Schmp. 99,5—101°. _—- -Gew. 384 (385), C,,H,,0; 
ber. 384,6. [oly p = +2,92° (0,3007 g in Pyridin zu 5 ccm gelést, im 2-dm-Rohr, 
« = +0,351°). Die Substanz stimmt in allen ihren Eigenschaften mit Cerebron- 
siure (Schmp. 100—101°, Cy = +1,9 bis 3,1°) véllig iiberein. 

Die Menge der aus dem Filtrat der Magnesiumacetatfallung zuriickgewonnenen 
Fettsiuren war sehr gering (40 mg), so daB als bewiesen gelten kann, daB die Aus- 
gangssiure frei von Nicht-Oxysauren war. 


* Methoden zur papierchromatographischen Trennung und Identifizierung 
von Dicarbonséuren sind, soweit uns bekannt, bisher nur fiir die niedrigeren 
Glieder (C,—C,) der homologen Reihe beschrieben worden’. Als mobile Phase 
kam dabei Butanol-Eisessig zur Anwendung. Wir stellten fest, daB bei den héheren 
Gliedern (C,;—C,,) die Trennung in Form ihrer Ammonsalze ahnlich wie bei den 
Monocarbonsaéuren in Form ihrer Ammonsalze mit Butanol-Ammoniak als mobile 
Phase médglich ist (Einzelheiten s. Dissert. H. Faillard). 

8 J. W. H. Lugg u. B.T. Overell, Nature [London] 160, 87 [1947]. 
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Aus der Oxysaure wurde die Trikosansaure in enger Anlehnung an den seiner. 
zeit? bei der Konstitutionsaufklarung der Cerebronsiure eingeschlagenen Weg 
dargestellt, bei welchem die «-Oxysiéure durch Bleitetracetat (Verbrauch im vor. 
liegenden Fall 105—110°% der Theorie) zunaichst zu dem um ein C-Atom armeren 
Aldehyd oxydiert und dieser iiber das Oxim und das Nitril in die entsprechende 
Fettsaure iibergefiihrt wurde. Diese Art des oxydativen Abbaus wurde gewihit, 
um Kettenverkiirzungen, die iiber das «-Kohlenstoffatom hinausgehen, zu ver. 
meiden. Die viel einfachere Methode der Oxydation des Aldehyds zur Carbon. 
siure mit Wasserstoffperoxyd in Eisessig wurde hier nicht angewandt, da bei ihr 
ebenso wie bei so vielen anderen Methoden nach den Beobachtungen von Ziegler 
und Mitarbeitern® bis zu einem gewissen Grad die Méglichkeit zu Kettenverkiir- 
zungen gegeben ist. 

In Abanderung der alten Arbeitsvorschrift® haben wir fiir die Oximierung 
des Aldehyds eine alkoholische Lésung von Hydroxylamin verwendet, die durch 
Auflésen der theoretischen Menge des Chlorhydrats in 1/, Menge Wasser und 
Zugabe der theoretischen Menge von Natriumalkoholat in alkoholischer Lésung 
gewonnen war. AuBerdem wurde das Nitril nicht direkt durch Kochen mit hoch- 
prozentiger Natronlauge verseift, sondern nach Eitner und Wetz?® zunachst 
in den Imidoather iibergefiihrt und dieser nach Pfeiffer™ sowie Spiegel?® mit 
Wasser zum Fettsaureester zerlegt. Zu diesem Zweck léste man das Nitril in der 
20-fachen Menge absol. Alkohol und leitete in die Lésung bei 40° unter langsamem 
Abkiihlen auf Zimmertemperatur 1 Stde. trocknes Chlorwasserstoffgas ein. Der 
Imidoather fiel als rein weiBe, gallertige Masse aus. Nach 1 Stde. verdiinnte man 
mit demselben Volumen Wasser, wobei sich der Tricosansaure-athylester in kleinen 
Trépfchen abschied. Der Ester wurde mit Ather ausgeschiittelt und bei 1 mm Hg 
in einem kleinen Claisenkélbchen destilliert. Aus 9,95 g Nitril erhielt man 9,1 g 
Ester. Rein ‘weiBe Substanz. Daraus freie Siure. Schmp. 77—78°. Nach Un- 
kristallisieren aus Aceton weife glinzende Blaittchen. Schmp. 77,5—79% Die 
Substanz gab mit reiner n-Trikosansaiure (Schmp. 78—78,9°), die aus Eruca- 
siure dargestellt war, keine Schmelzpunktsdepression. Aquiv.-Gew. 354,5 (355,8). 

Die réntgenographische Untersuchung der Substanz (A) fiihrte im Vergleich 
mit der synthetischen n-Trikosansiure (B) nach der Methode von Debye-Scherrer 
zu folgenden Abstainden der einzelnen Beugungslinien (Tab. 3). 


Tab. 3. Abstinde der Beugungslinien der Debye-Scherrer Aufnahmen*, 





Beugungs- A B Beugun gs- A B 
linien linien 
Nr. cm cm cm 





7,958 
7,589 
4,073 


| 4,108 4,108 
5,839 | 
| 


4,000 4,001 
3,614 3,614 
3,261 3,262 
3,060 3,060 
2,452 2,452 
2,213 2,213 
1,984 1,987 


—_ 


5,337 

4,923 

4,421 

4,243 
* Messung mit TransversalmaBstab. 

9,5 g des Methylesters (einschlieBlich 0,6 g Methylester einer Siure, die durch 
direkte alkalische Verseifung des Nitrils gewonnen war) wurde unter Benutzung 
einer mit kleinen Drahtnetzsitteln gefiillten Kolonne von 50 cm Lange im Vakuum 
(2.10-3 mm Hg am Kopf der Kolonne) fraktioniert destilliert ( Tab. 4). 


® K. Ziegler, W. Hechelhammer, H. D. Wagner u. H. Wilms, Liebigs 
Ann. Chem. 567, 99 [1950]. 

10 Pp, Eitner u. H. Wetz, Ber. dtsch. chem. Ges. 26, 2840 [1893]. 

11 P, Pfeiffer, Ber. dtsch. chem. Ges. 44, 1115 [1911]. 

2 D. Spiegel, Ber. dtsch. chem. Ges. 51, 296 [1919]. 
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Tab. 4. Fraktionierte Destillation des Trikosansiure-methylesters. 





Methylester freie Sauren m 
Aquiv.- 


‘ unkristallisiert Schmp. Gew. 

yn) ~~”? 

Schmp. ny : a her: 
Schmp. Aquiv.-Gew. 








| Menge 





1,38 | 53—54,59 1,4350 | 65—66,5° 
0,45 |53—54° | 1,4351 | 72— aa CosH 4.02 
0,81 | 54,5—56% 1,4355 —F a 78—78,99  354,6 
1,72 | 55—56° | 1,4357 = ; CyqH4s02 
1,73 |55—56° | 1,4358 | 77,5—7 = 84,0°  368,6 
0,62 | 55—56,59 1,4362 CosH 9.02 
0,84 | 555-579 1,4368 | 78—79,5 = 83,29 —382,6 


1,03 | 56—58,59 1,4386 





0,86 78—79,5° 

















* (0,31 g Kolonnenriickstand und 0,55 g Kolbenriickstand. 

Von Fr. 5 (freie Siure) wurde eine Elementarbestimmung ausgefiihrt. 
5,282 mg Sbst.: 15,125 mg CO,, 6,060 mg H,0. 
Cy3H,,0.. Ber. C 77,90, H 13,08. Gef. C 78,14, H 12,84. 

Die Fr.8 gab mit synthetischer n-Trikosansaiure keine Schmelzpunkts- 
depression. Eine Mischprobe (Verhaltnis 1: 1) mit n-Hexakosansiure (Schmp. 83 
bis 84,5°) schmolz bei 72—73,5°. In diesem Fall erhielt man also eine starke 
Depression. Das hohe Aquiv.-Gewicht der aus dem Destillationsriickstand ge- 
wonnenen Saure diirfte von kleineren Mengen Zersetzungsprodukten herriihren, 
die wahrend der 10-stdg. Destillation bei einer Badtemperatur von 260—350° 
entstanden sein konnten. 


Zusammenfassung 

Mit Hilfe einer verbesserten Methode des oxydativen Abbaus der 
bisher als a-Oxy-nervonsiure (415-n-%-Oxy-tetrakosensiure) ange- 
sprochenen ungesittigten Oxysaure der Cerebroside des Gehirns wurden 
unter den Abbausiéuren auBer der bereits festgestellten Pelargonsdure 
C,H,,0, und der 1.12-n-Dodecan-dicarbonsiure in etwas kleineren 
Mengen noch Onanthsiure C,;H,,0, und 1.14-n-Tetradecan-dicarbon- 
sdure nachgewiesen. 

Beim oxydativen Abbau des Hydrierungsproduktes der unge- 
sittigten Oxysiure wurde praktisch reine n-Trikosansaure erhalten. 

Die vorliegende Untersuchung zeigt, daB in den Cerebrosiden des 
Gehirns 2 isomere w-Oxy-tetrakosensiuren, und zwar A®- und A!?-n-«- 
Oxy-tetrakosensaiure vorkommen. 
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Die Dephosphorylierung von Casein und Phosphop2pton 
durch Phosphoprotein-Phosphatase 


Von 
Hermann Mattenheimer 


Aus der Physiologisch-Chemischen Anstalt der Freien Universitat Berlin 
(Direktor: Prof. Dr. med et rer. nat. E. Schiitte) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Miirz 1953) 


Die enzymatische Dephcsphorylierung von Phosphoproteiden ist in einer 
Reihe von Arbeiten untersucht worden. Harris? wies als erster auf die Existenz 
einer spezifischen Phosphoprotein-Phosphatase in Froscheiern hin. Ein ent- 
sprechendes Enzym wurde von Feinstein und Volk? in Organen verschiedener 
Tiere beschrieben. Norberg*® untersuchte die Verteilung der Phosphoprotein- 
Phosphatase in den Organen der Ratte und grenzte dieses Enzym auf Grund 
verschiedener Léslichkeit und Temperaturresistenz gegen die Phosphomono- 
esterase IJ ab. Mecham und Olcott* gelang es, Casein und Phosphovitin mit 
Extrakten aus Citrusfriichten zu dephosphorylieren, deren Phosphoprotein- 
Phosphatase-Aktivitét von Axelrod® entdeckt worden war. 

Schon friiher hatten Rimington und Kay® die Phosphatabspaltung aus 
Phosphopepton und Casein untersucht und gefunden, daB Knochenphosphatase 
(Ratte) und Nierenphcsphatase (Kaninchen) inaktiv bzw. wenig aktiv gegen 
Casein, stark aktiv dagegen gegen Phosphopepton waren. Auch Schmidt und 
Thannhauser’? und Anagnostopoulus, Pacht, Bourland und Grabar' 
teilten negative Ergebnisse von Versuchen mit, aus Casein und anderen Phospho- 
proteiden mit teilweise gereinigten tierischen Gewebsphosphatasen Phosphat 
abzuspalten. ‘i 

Perlmann untersuchte die durch Dephosphorylierung mit Prostata- oder 
Darmphosphatase bedingten Verinderungen im elektrophoretischen Verhalten 
von Casein®, Ovalbumin und Plakalbumin’®. Barth und Jeager! beschrieben 
ein Transphosphorylierungssystem in Froscheiern, welches in Gegenwart von 
Adenosintriphosphat, Phosphat von Phosphoproteiden auf andere Proteine iiber- 
tragt, und zu dessen Fermenten Phosphoprotein-Phosphatase und Adenosintri- 
phosphatase gehéren. SchlieBlich fanden Mattenheimer, Nitschmann und 
Zahler?? bei Untersuchungen iiber die Phosphataseaktivitat des Labes Dephos- 
phorylierung von Casein und Phosphopepton durch ein technisches Labpulver, 
wahrend kristallisiertes Lab nur aus Phosphopepton unter gewissen aktivierenden 
Bedingungen organisch gebundenes Phosphat in ganz geringen Mengen abspaltcte. 
{s wurde vermutet, daB die Phosphataseaktivitaét des technischen Labpulvers 
(das auch #-Glycerophosphat hydrolysierte) wenigstens fiir das Casein durch die 
Phosphoprotein-Phosphatase bedingt war, waihrend fiir das Phosphopepton in erster 


1D. L. Harris, J. biol. Chemistry 165, 541 [1946]. 

R. N. Feinstein u. M. E. Volk, J. biol. Chemistry 177, 339 [1949]. 
B. Norberg, Acta chem. secand. 4, 1206 [1950]. 

D. K. Mecham u. H.S. Olcott, J. Amer. chem. Soc. 71, 3570 [1949]. 
Axelrod, J. biol. Chemistry 167, 57 [1947]. 

C.Rimington u. H. D. Kay, Biochem. J. 20, 777 [1926]. 

G. Schmidt u. 8. J. Thannhauser, J. biol. Chemistry 149, 396 [1943]. 


or on - © 


Soe. Chim. biol. 38, 699 [1952]. 

® G.E.Perlmann, J. Amer. chem. Soc. 74, 3191 [1952]. 

10 G.E. Perlmann, J. gen. Physiol. 35, 711 [1952]. 

11L.G. Barth u. L. Jeager, J. cellular comparat. Physiol. 35, 413, 437 
[1950]. 

122 H. Mattenheimer. Hs. Nitschmann u. P. Zahler, Helv. chim. Acta. 
35, 1970 [1952]. 





C. Anagnostopoulus, M.Pacht, E.Bourland u. P.Grabar, Bull. 
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Linie an die Phosphomonoesterase II gedacht wurde. Allerdings konnte nicht 
mit Sicherheit ausgeschlossen werden, da die Dephosphorylierung der genannten 
Substrate durch die Phosphomonoesterase nach vorausgegangener Proteolyse 
durch das Lab erfolgte. Die proteoiytische Aktivitat des Labes war von Nitsch- 
mann und Varin! nachgewiesen worden. 


Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die Unterschiede zwischen 
der Phosphoprotein-Phosphatase und Phosphomonoesterase naher zu 
charakterisieren, die Substratspezifitét zu untersuchén, die beiden 
Fermente nach Moéglichkeit quantitativ zu trennen und den EinfluB 
der Proteolyse auf die Dephosphorylierung von Casein und Phospho- 
pepton zu priifen. 


Experimenteller Teil 
A. Die Substrate 

1. Na-f-Glycerophosphat der Fa. Riedel de Haen, Berlin, gelést in 0,15-m 
Veronalpuffer py 6. 

2. Casein (nach Hammarsten) der Fa. E. Merck, Darmstadt. Lésungen 
in Veronalpuffer pq 6,0 unter Zusatz von n/10-NaOH (etwa 14 ml pro 3 g Casein) 
bei kraftigem Riihren. Dialyse der Lésungen gegen Veronalpuffer py 6,0 fiir 
12 Stdn. in der Kalte. Verdiinnung mit Veronalpuffer auf die gewiinschte Konzen- 
tration nach Stickstoffbestimmung (Kjeldahl). Gehalt des Caseins an organ. 
geb. P = 0,81%. 

3. «-Casein wurde nach Warner! durch Fallung im I. P. aus verdiinnten 
Caseinlésungen prapariert. Das erhaltene Praparat war elektrophoretisch frei 
von B-Casein. Der Gehalt an organ. geb. Phosphor betrug 1,0°%. Herstellung der 
Lésungen wie unter 2. 

4. Phosphopepton wurde aus Casein durch tryptischen Abbau, Fallung als 
Ba-Salz, Umsetzen zum Na-Salz und Fallung mit Alkohol gewonnen (s. }*). AuBer- 
dem wurde ein in ahnlicher Weise, jedoch iiber das Cu-Salz hergestelltes Phospho- 
pepton verwendet *, mit folgenden analytischen Daten: 

Anorgan. P = 0,48% Stickstoff 8,98% 
Organ. geb. P = 5,97% Quotient N: P (atom.) 3,33% 
Die Mehrzahl] der Versuche wurde mit diesem Praparat durchgefiihrt, das sich 
gegen die Enzymlésungen wie das friiher beschriebene Phosphopepton (N : P atom. 
5,15) verhielt. Lésung erfolgte ebenfalls in Veronalpuffer py 6,0. 


I tl 


B. Die Fermentlésungen 


1. Rattenleber: Die Lebern frisch getéteter Tiere wurden mit der 5—10-fachen 
Menge Wasser homogenisiert, die unléslichen Reste abzentrifugiert, und die 
Extrakte 12—18 Stdn. gegen flieBendes Wasser dialysiert. Diese wie alle iibrigen 
Fermentlésungen wurden unter Kontrolle mit der Glaselektrode mit /10-NaOH 
bzw. H,SO, auf das Versuchs-pq eingestellt. 

2. Acetontrockenpulver aus Schweinemagenschleimhaut: 30mg _ Trocken- 
pulver/ml wurden mit Veronalpuffer py 6 homogenisiert und die Homogenate 
zum Ansatz verwendet. 

3. Salzsaurer Extrakt aus Schweinemagenschleimhaut der Nordmark-Werke, 


~ 


Hamburg**: Verdiinnung des Extraktes mit der 5—10-fachen Menge Wasser, 


13 Hs. Nitschmann u. R. Varin, Helv. chim. Acta 34, 1421 [1951]. 

144 RC. Warner, J. Amer. chem. Soc. 66, 1725 [1944]; s. auch Advances 
in Protein Chem. Academic Press, New York 1949, Bd. V, 205. _ 

* Herrn Prof. Nitschmann, Bern, sei herzlichst fiir die Uberlassung des 
Praparates gedankt. . 

** Den Nordmark-Werken sei vielmals fiir die Uberlassung des Extraktes 
gedankt. 
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Dialyse gegen flieBendes Wasser fiir 12—18 Stunden. Dieser Extrakt zeichiet 
sich nach Merten et al. durch einen besonders hohen Kathepsingehalt aus. 

4. Menschliche Prostata: Frische Driisen chirurgischer Provenienz* wurden 
nach der Befreiung vom Bindegewebe mit der 5-fachen Menge Wasser homogeni- 
siert, das Homogenat unter Toluol fiir 4—5 Tage der Autolyse bei Zimmer. 
temperatur iiberlassen, vom Ungelésten abzentrifugiert und 12—14 Stdn. geven 
flieBendes Wasser dialysiert. 

Kin Teil der Versuche wurde mit nichtautolysiertem Prostataextrakt durch- 
gefiihrt, bei dem nach Dialyse gegen Wasser eine durch Einstellung auf pg 5,7 
aufgetretene Fallung abzentrifugiert und verworfen wurde!®, 

5. Menschliches Ejakulat: Nach Verdiinnung mit der 5-fachen Menge Wasser 
wurde 12—18 Stdn. gegen flieBendes Wasser dialysiert. 

6. Elektrodialysate: Ejakulat, Prostataautolysat und ,,Nordmarkextrakt* 
wurden fiir einige Versuche der Elektrodialyse unterworfen. Ausfiihrung im 
Kalteraum bei +1°. Die Stromstarken betrugen zu Beginn 20—S50mA. Die 
Dialysen wurden beendet bei Konstanz der Stromstiirken (2—6 mA), die innerhalb 
von 30—40 Stdn. erreicht wurde. Auftretende Flockungen wurden mehrmals 
abzentrifugiert, gesammelt und in einer dem Ausgangsvolumen entsprechenden 
Puffermenge homogenisiert. 


C. Die Versuche . 

Die Wiedergabe der Versuche erfolgt auszugsweise. Alle hier beschriebenen 
Versuche wurden mehrmals wiederholt. Wenn nicht anders vermerkt, herrschten 
folgende Versuchsbedingungen: Temperatur 37°; pg 5,9—6,1 (innerhalb einer 
Versuchsreilte fiir jedes Substrat + 0,05 pq-Schwankung). Mischung von Ferment- 
und Substratlésung im Ansatz 1:1. In allen Versuchsreihen wurden Leerwerte 
mit angesetzt, die statt Ferment bzw. Substrat Puffer enthielten. 

Die Phosphoranalysen wurden nach Lowry und Lopez! bzw. mit einer 
geringen Modifikation!*® vorgenommen. Die Bestimmung erfolgte mit dem ZeiB- 
Stufenphotometer, Filter S72 und zuletzt mit dem Spektralphotometer der 
Fa. ZeiB-Opton, bei einer Wellenlange von 870 my. 

Der Zusatz von CuSO, in einigen Versuchen machte die Aufnahme einer 
besonderen Eichkurve fiir die P-Bestimmung notwendig. CuSO, wurde den 
Eichlésungen in entsprechender Menge zugesetzt. 

Die Kathepsinaktivitét wurde mit 5-promill. Edestinlésung bei py 3,7 be- 
stimmt. Der Edestinabbau wurde an der Zunahme des trichloressigsiureléslichen 
Stickstoffs gemessen. 

In den Versuchstabellen bedeuten: GP = /)-Glycerophosphat, PP = Phospho- 
pepton, Cas = Casein, «-Cas = «-Casein. Die Angaben in mgP beziehen sich 
auf organ. geb. Phosphor. 


Versuch 1. 
Bestimmung des pq-Optimums der Phosphoprotein-Phosphatase. 
Fermentlsg.: Schweinemagenschleimhaut-Trockenpulver, 1,8 mgN/ml. Ansatz- 
gemisch. 
Substrat: PP = 0,134 mgP/ml Ansatzgemisch. 
Inkubationszeit: 15 Stunden. 


1 R. Merten, G.Schramm, W.Grassmann u. K.Hannig, diese Z. 
289, 173 [1952]. 

16 G. Schmidt, R.Cubiles, N. Zollner, L. Hecht, N. Strickler, K. 
Seraidarian, M.Seraidarian u. S.J.Thannhauser, J. biol. Chemistry 
192, 715 [1951]. 

17 OQ. H. Lowry u. J. A. Lopez, J. biol. Chemistry 162, 421 [1945]. 

* Herrn Chefarzt Dr. Hellenschmied sei fiir das chirurg. Material gedankt. 
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Versuch 2. 


Abhangigkeit der Dephosphorylierung von der Substratkonzentration. 
Fermentlsg.: Prostata-Autolysat — 0,42 mgN/ml Ansatzgemisch. 
Substrate: PP und Cas., verschiedene Konzentrationen. 
Inkubationszeit: 6 Stunden. 
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Versuch 3. 


Abhangigkeit der Dephosphorylierung von der Fermentkonzentration. 

Fermentlsg.: Prostata-Autolysat .verschiedener Konzentration. Konz. 1 
= 0,42 mgN)m] Ansatzgemisch. 

Substrate (in mgP ml Ansatzgemisch); PP = 0,134; Cas = 0,200. 

Inkubationszeit: 3 Stunden. 
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Versuch 4. 


Einflu8 des Magenkathepsins auf die Dephosphorylierung. 
Phosphatase: Prostata-Autolysat = 0,21 mgN/ml Ansatzgemisch. 
Kathepsin: Nordmark-Extrakt = 1,34 mgN/ml Ansatzgemisch. 
Substrate (in mgP/m] Ansatzgemisch): PP = 0,134; Cas = 0,200. 
Ansatzgemisch: Phosphatase/Kathepsin/Substrat = 1/1/2. 
Inaktivierung der Fermentlésungen durch 15 Min. Erhitzen auf 100°. 











280 Hermann Mattenheimer, Bd. 292 (1953) 
0 Zunahme des trichloressigs. 1és]. 
Fermentgemisch | Substrat | ‘° shail N in mg/ml Ansatzgemisch 
24 48 Stdn. 24 48 Stdn. 

P-ase 

Kathepsin Cas 18 21 1,49 1,89 
P-ase inakt. 

Kathepsin Cas 0 0 0,81 0,99 
P-ase 

Kath. inakt. Cas 20 25 0,42 0,68 
P-ase inakt. 

Kath. inakt. Cas 0 0 0,04 0,11 
P-ase 

Kathepsin PP 25 35 -- _ 
P-ase inakt. 
Kathepsin PP 0 0 — — 
P-ase 

Kath. inakt. PP 25 33 -- _ 
P-ase inakt. 

Kath. inakt. ie ig 0 ) -- - 











Entsprechende Leerwerte mit Puffer statt Substrat wurden in Abzug gebracht. 


Versuch 5, 








Selektive Inaktivierung der Phosphomonoesterase in Magenschleimhaut- 
Trockenpulver-Homogenat. 

Fermentlsgn.: a) Homogenat in Puffer py 6 = 1,8 mgN/ml Ansatzgemisch. 
b) Trockenpulver in 7/10-Na,CO, homogenisiert (pq 10) und nach 
45 Min. auf py 6 eingestellt. N-Gehalt wie a). 

Substrate (in mgP/ml Ansatzgemisch): GP = 0,141; PP = 0,134; Cas = 0,170; 
a-Cas = 0,250. Inkubationszeit 22 Stdn. 














Substrat GP EP Cas a-Cas 

Fermentilsg. a b a b a b a 

% P abgesp. | 40 0 57 37 | 60 34 44 28 
Versuch 6. 

Elektrodialyse mit Nordmark-Extrakt. 

Rohextrakt = 1,80 mgN/ml Ansatzgemisch. 

Niedersch]. = 0,11 mgN/ml Ansatzgemisch. 

Dialysat = 0,31 mgN/ml Ansatzgemisch. 


Substrate (in mgP/ml Ansatzgemisch): GP = 0,141; PP = 0,134; Cas = 0,200; 
a-Cas = 0,250. 
Inkubationszeit 18 Stdn. 











iain % P abgespalten aus 
a GP | PP | Cas | Cas 
Rohextrakt 2 2 7 a 
Niederschl. 73 16 8 6 
54 17 10 9 


Dialysat 
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Versuch 7. 
Elektrodialyse mit Nordmark-Extrakt. 
Rohextrakt = 1,34 mgN/ml Ansatzgemisch. 
Niederschl. = 0,10 mgN/ml Ansatzgemisch. 
Dialysat = 0,13 mgN/ml Ansatzgemisch. 
Substrate (in mgP/ml Ansatzgemisch): GP = 0,141; Cas = 0,200. 
Inkubationszeit 15 Stunden. 
Kathepsinaktivitat: Inkubationszeit 30 Min. 








i ' % P abgespalten aus °% Edestin 
Fermentlsg. GP | Cas abgebaut 
Rohextrakt 6 13 70 
Niederschl. 67 9 18 
Dialysat 0 13 70 








Versuch 8. 
Elektrodialyse mit Ejakulat. 
(A) Rohlésung = 0,70 mgN/ml Ansatzgemisch. 
(B) Dialysat = 0,03 mgN/ml Ansatzgemisch. 
Substrate (in mgP/ml Ansatzgemisch): GP = 0,141; PP = 0,134; Cas = 0,200. 
Inkubationszeit 15 Stdn., fiir GP 30 Min. 

















nt. Substrat GP Pr Cas 
Fermentlsg. A B A B A B 
°% P abgespalten| 71 67 30 22 19 10 
ite Versuch 9. 
Vergleich der Dephosphorylierung von Phosphopepton, Casein und «-Casein. 
h. Fermentlsg.: Nichtautolysierter Prostata-Extrakt, Fallung bei pg 5,7 ab- 


getrennt und verworfen. 1m] Ansatzgemisch = 0,30 mgN. 
Substrate (in mgP/m] Ansatzgemisch): PP = 0,134; Cas = 0,160; a«-Cas 
= 0,200, die Caseinlésungen sind 2-proz. in bezug auf Casein. 








Inkubation % P abgespalten aus Quotienten 
in Stunden PP | Cas | «-Cas x-Cas/Cas | PP/Cas 
0,17 7 3 8 2,67 2,34 
0,5 ll 8 14 1,75 1,37 
1,5 15 14 21 1,50 1,07 
4,5 19 22 29 1,32 0,86 
22 33 34 43 1,27 0,97 











Die P-Abspaltung aus GP betrug nach 30 Min. 78%. 
Versuch 10. 

Wie Versuch 9, jedoch Ejakulat und Magenschleimhaut-Homogenat (Trocken- 
pulver) als Fermentlésungen im Vergleich. 

Kjakulat = 0,70 mgN/ml Ansatzgemisch. 

Schleimh. = 1,8 mgN/ml Ansatzgemisch. 

Substrate (in mgP/ml Ansatzgemisch): Cas = 0,040; «-Cas = 0,050. Die 
Caseinlésungen sind 0,5-proz. in bezug auf Casein. 








, °% P abgespalten : °% P abgespalten : 
fagy - 09 d, Ejakulat Quotient d. Magenschleimh. Quotient 
” a-Cas | Cas |a-Cas/Cas| «-Cas | Cas |a-Cas/Cas 
4 s | 0 | _ 20 19 1,05 
16 26 20 1,30 34 50 0,68 
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Versuch 11. 
Wie in Versuch 9 und 10 Vergleich der Dephosphorylierung, hier durch 
Rattenleberextrakt = 1,4 mgN/ml Ansatzgemisch. 
Substrate (in mgP, ml Ansatzgemisch): GP = 0,141; PP = 0,134; Cas = 0,200; 
«-Cas = 0,250. 





Quotienten 
x-Cas Cas.| PP/Cas 


Inkubation °, P abgespalten aus 


in Stunden GP “as x-Cas 


5 43 3 36 28 | 0,78 0,89 





22 €0 f jf 48 0,74 O.85 
69 63 60 0.78 0,74 


Versuch 12. 
Hemmung der Dephosphorylierung durch m,100-NaF und m_1000-Cus0, 
(Konzentration im Ansatzgemisch). 





oO 


Hemmung der P-Abspaltung in 
= | ae | Cas | 


Fermentlésung | Hemmstoff | 





a) Prostata-Autolysat NaF 9 | 71 160 
b) Ejakulat-Elektrodial. NaF 42 100 100 
c) Rattenleberextrakt NaF 83 80 83 
d) Rattenleberextrakt CukC, 1] 47 61 


Diskussion 

Mit den untersuchten Enzymlésungen aus Schweinemagenschleim- 
haut, Rattenleber, menschlicher Prostata und Ejakulat konnten Phospho- 
pepton, Casein, «-Casein und /-Glycerophosphat dephosphoryliert 
werden. Fiir die Magenschleimhautextrakte war es notwendig fest- 
zustellen, daB diese keine Labaktivitait besaBen, um die friiher ge- 
fundene Phosphataseaktivitit des Labes gegen Phosphopepton?? aus. 
schlieBen zu kénnen. Nach Holter und Andersen*® scheint das Lab 
nur im Kalbermagen vorzukommen, und auch die hier verwendeten 
Priparate zeigten bei p, 5,5—7 keine nennenswerte Labaktivitat. 

Die beobachtete Dephosphorylierung von Phosphopepton steht 
im Widerspruch zu Ergebnissen Norbergs*, dessen Rattenleber- 
homogenate kein Phosphat aus diesem Substrat abspalteten. Das von 
Norberg verwendete Phosphopepton war aber im Gegensatz zu dem 
hier untersuchten mit Trichloressigsaure fallbar, so daB sich die wider- 
sprechenden Befunde wohl aus Substratunterschieden erkliren lassen. 

Obwohl das py-Optimum zwischen py 5,2 und 5,5 liegt (Vers. 1), 
wurden die Versuche wegen der schlechten Léslichkeit des Caseins in 
diesem Bereich bei py 5,9—6,1 durchgefiihrt. Die Abhangigkeit der 
Fermentaktivitét von der Substratkonzentration ist in Versuch 2 
wiedergegeben, und es ist daraus zu entnehmen, dai die in den Ver- 
suchen gewahlten Konzentrationen fiir ’Phosphopepton und Casein 
etwas unter der Ferment-Substratsittigung lagen. Aus Versuch 3 geht 


18 H. Holter u. B. Andersen, Biochem: Z. 269, 285 [1934]. 
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jedoch hervor, daB die Abhangigkeit der Dephosphorylierung von der 
Fermentkonzentration wenigstens fiir das Casein einen geradlinigen 
Verlauf zeigt und ein Vergleich der Fermentaktivitéten in den ver- 
schiedenen rohen und gereinigten Extrakten demnach anniherungs- 
weise moglich ist. 

Nachdem eine Phosphataseaktivitét des Pepsins mit den unter- 
suchten Substraten friither ausgeschlossen worden war®1?, blieb das 
Kathepsin zu priifen, tiber dessen proteolytische Aktivitiét im Magen- 
saft von Freudenberg und Buchs}® umfangreiche Untersuchungen 
angestellt worden sind. Die praparative Trennung von Kathepsin 
und Pepsin gelang Merten et al.1> mit dem auch hier verwendeten 
Magenschleimhautextrakt der Nordmark-Werke. Die geringe Phos- 
phataseaktivitat des verdiinnten Rohextraktes (Vers. 7) konnte selektiv 
in hier nicht wiedergegebenen Versuchen durch 10 Min. Erhitzen auf 
70° oder durch Adsorption an Aluminiumoxyd gehemmt werden, wobei 
die Kathepsinaktivitét weitgehend erhalten blieb. Es konnte somit 
gezeigt werden, daB das Kathepsin keine Phosphataseaktivitat besitzt. 

Weiter wurde untersucht, ob die Dephosphorylierung des Caseins 
bzw. Phosphopeptons durch gleichzeitigen katheptischen Abbau der 
Substrate beeinfluBt wird. Dies scheint nicht der Fall zu sein (Vers. 4). 
Die geringe Hemmung in den Ansitzen mit aktivem Kathepsin wurde 
in allen entsprechenden Versuchen auch mit Glycerophosphat gefunden 
(hier nicht wiedergegeben), und es ist am wahrscheinlichsten, eine Be- 
einflussung der Phosphatasen durch das Kathepsin anzunehmen. Eine 
Hemmung durch katheptische Abbauprodukte der Phosphoproteine 
ist jedoch nicht mit Sicherheit auszuschlieBen. Sofern sich diese Abbau- 
produkte geniigend rein isolieren lassen, sind Untersuchungen iiber 
diese Frage geplant. 

Andere Versuche galten der Differenzierung der Phosphomono- 
esterase von der Phosphoprotein-Phosphatase. In Versuch 5 ist es 
gelungen, die Phosphomonoesterase selektiv durch Alkali zu inaktivieren, 
wihrend die Phosphoprotein-Phosphataseaktivitaét um weniger als 50°% 
vermindert wurde. Bei lingerem Stehenlassen in alkalischer Losung 
nahm auch die Phosphoprotein-Phosphatase erheblich an Aktivitat ab. 
Diese Ergebnisse bestitigen, daB die Phosphomonoesterase und die 
Phosphoprotein-Phosphatase nicht identisch sind und zeigen zudem, 
da Glycerophosphat von letzterer nicht hydrolysiert wird. 

Zur Reinigung und Trennung der beiden Enzyme wurde die Elektro- 
dialyse herangezogen, mit der Kutscher und Woerner”® die saure 
Prostataphosphatase gereinigt hatten. Versuch 8 zeigt die Elektro- 
dialyse mit einem menschlichen Ejakulat. Die Aktivitaét der Phospho- 
monoesterase nahm durch die Reinigung, die, bezogen auf den Gesamt- 


19 §. Buchs u. E. Freudenberg, Ergebn. inn. Med. N. F. 2, 544 [1951]: 
s. dort weitere Literatur. 
20 W. Kutscher u. A. Woerner, diese Z. 239, 109 [1936]. 
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stickstoffgehalt des Ejakulates, eine 23-fache war, kaum ab, dagegen 
war die Aktivitaét der Phosphoprotein-Phosphatase im Dialysat dut- 
lich herabgesetzt. Entsprechende Ergebnisse wurden bei der Elektro. 
dialyse von Prostata-Autolysat erhalten, doch war hier der Reinigungs. 
effekt geringer (Versuche hier nicht wiedergegeben). 

Der rohe Nordmark-Extrakt besitzt nur geringe Phosphatas>. 
Aktivitat und wurde zunichst in der Alsicht, eine gereinigte Kathepsin. 
lésung zu erhalten, der Elektrodialyse unterworfen. Es zeigte sich 
aber, daB durch die elektrodialytische Reinigung die Dephosphory. 
lierung von Glycerophosphat und Phosphopepton erheblich gesteigert 
wurde (Vers. 6), wihrend die im Rohextrakt ohnehin schon deutlichere 
Phosphatabspaltung aus den Caseinen im Dialysat nicht wesentlich 
zunahm. Allerdings ist auch im letzteren Fall eine Aktivierung nicht 
auszuschlieBen, da ein Teil der Aktivitaét im Niederschlag zu finden 
war und so vielleicht dem Dialysat verloren ging. Man kann wohl 
annehmen, daB durch die Elektrodialyse ein Hemmstoff entfernt wurde. 
Einfache Dialyse gegen flieBendes Wasser war ohne Effekt. Benzoe. 
siure, die in einer Konzentration von 0,2°, dem Extrakt zur Konser. 
vierung zugesetzt ist, konnte als Inhibitor ausgeschlossen werden. 
Wurde die Elektrodialyse weiter fortgefiihrt (Vers. 7) bis zu einer etwa 
10-fachen Reinigung des Extraktes, so nahm die Phosphomonoesterase- 
aktivitaét im Dialysat wieder erheblich ab und wurde in dem hier wieder. 
gegebenen Versuch Null, wihrend sie in anderen Reinigungsgiangen 
noch Reste von wenigen Prozent zeigte. Die Phosphoprotein-Phos- 
phatase blieb in ihrer Aktivitaét im gereinigten Dialysat unverandert, 
so daB hier neben der quantitativen Trennung von der Phosphomono. 
esterase eine 10-fache Reinigung, bezogen auf den Gesamtstickstoff 
des Extraktes, erreicht worden war. Im gleichen Versuch wurde auch 
das Kathepsin ohne Aktivititsverlust gereinigt. 

Auch dieser Versuch bestitigt, daB Glycerophosphat nicht 
durch die Phosphoprotein-Phosphatase hydrolysiert wird 
(vgl. Vers. 5). Andererseits ist es in keinem der Versuche gelungen, ein 
Phosphomonoesterase-Priparat ohne Phosphoprotein-Phosphatase-Ak- 
tivitét zu erhalten, so daB die Priifung der Aktivitaét der ersteren 
mit Casein und Phosphopepton nur auf indirektem Wege mdglich ist. 


Perlmann teilte Befunde mit®, wonach durch Prostataphos- 
phatase, die nach Schmidt et al.’* teilweise gereinigt war, «-Casein 
schneller dephosphoryliert wurde als unfraktioniertes Casein, und 
f-Casein hemmend auf die Dephosphorylierung des «-Caseins wirkte. 
Die Phosphoprotein-Phosphatase wurde in dieser Arbeit nicht erwahnt, 
und Perlmann hielt es fiir méglich, daB die negativen Ergebnisse 
einiger Autoren®-§, mit teilweise gereinigten Phosphatasen Casein zu 
dephosphorylieren, auf die Verwendung unfraktionierten Caseins zuriick- 
gefiihrt werden kénnen. Nach den jetzt hier vorliegenden Ergebnissen 
muB man diese Ansicht} dahingehend erweitern, daB negative Ergeb- 
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nisse mit Casein tiberall dort erhalten werden, wo die Phosphoprotein- 
Phosphatase nicht aktiv ist (z. B. alkal. pg, Abtrennung bei der Reinigung 
der Phosphatasepriparate), waihrend fiir Phosphopepton und «-Casein 
neben der Dephosphorylierung durch die Phosphoprotein-Phosphatase 
auch eine solche durch die Phosphomonoesterase diskutiert werden muB. 

In diesem Zusammenhang wurden die Versuche von Perlmann 
teilweise wiederholt und zudem auf andere Organextrakte und Phospho- 
pepton ausgedehnt. Die Prostataphosphatase wurde ebenfalls nach 
Schmidt et al. prapariert, es ist dazu aber zu bemerken, dai das 
erhaltene Praparat gegeniiber dem Ausgangsextrakt nur wenig ge- 
reinigt war. Versuch 9 bestatigte den Befund Perlmanns im Prinzip, 
doch wurde festgestellt, daB die Quotienten «-Cas/Cas und PP/Cas 
mit steigender Inkubationszeit abnahmen. Im Vergleich hierzu war 
der Quotient «-Cas/Cas bei Perlmann nach 24 Stdn. 3,3. In Versuch 10 
wurden die beiden Caseine mit Ejakulat inkubiert und auch hier die 
Quotienten kleiner als in der zitierten Arbeit gefunden (ausgenommen 
der 4-Stundenwert). Mit Enzymlésungen aus Magenschleimhaut und 
Rattenleber (Vers. 10 u. 11) waren die Quotienten kleiner als 1. Es ist 
zu erkennen, daB in Lésungen, die wie Prostataextrakt und Ejakulat 
besonders reich an Phosphomonoesterase sind (man beachte, da GP 
in Vers. 8 u. 9 bereits nach 30 Min. zu 70% hydrolysiert war), unter 
vergleichbaren Bedingungen Phosphopepton und «a-Casein schneller 
dephosphoryliert werden als Casein, und es liegt der SchluB nahe, dab 
die hohe Phosphomonoesteraseaktivitit hierfiir die Ursache ist, indem 
dieses Ferment Phosphopepton und «-Casein im Gegensatz zu Casein 
zu dephosphorylieren vermag. In diesem Sinne ist auch Versuch 8 
zu deuten, da hier bei fast gleichbleibendér Phosphomonoesterase- 
aktivitat im Elektrodialysat die Phosphatabspaltung aus Casein starker 
abgenommen hatte als die aus Phosphopepton. 

Der sichere Beweis fiir diese Annahme konnte jedoch nicht er- 
bracht werden, da Hemmungsversuche mit NaF und CuSO, (Vers. 12) 
keine ganz eindeutigen Ergebnisse lieferten. Immerhin lassen 12a 
und 12d erkennen, da die Dephosphorylierung von Phosphopepton 
und «-Casein bei geringer Hemmung der Phosphomonoesterase weniger 
abnimmt als die des Caseins. 

Fraulein R. Jente sei fiir die Mithilfe bei der Durchfiihrung der Versuche 
vielmals gedankt. 


Zusammenfassung 


Phosphomonoesterase II und Phosphoprotein-Phosphatase sind 
zwei nicht identische Fermente. Neben der selektiven Inaktivierung 
der Phosphomonoesterase durch Inkubation mit /10-Na,CO, gelang 
die quantitative Trennung der Enzyme in einem Schweinemagen- 
schleimhautextrakt mittels Elektrodialyse bei gleichzeitiger Reinigung 
der Phosphoprotein-Phosphatase. $-Glycerophosphat wird durch Phos- 
phoprotein-Phosphatase nicht hydrolysiert, dagegen bestehen Anzeich>n 
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fiir eine teilweise Dephosphorylierung von Phosphopepton und «-Cas>in 
durch Phosphomonoesterase. 


Magenkathepsin besitzt keine Phosphataseaktivitaét bei den unter. 
suchten Substraten. Die enzymatische Dephosphorylierung von Phosplio- 
pepton und Casein wird durch gleichzeitigen katheptischen Abbau 
der Substrate kaum beeinfluBt. 


Blutzuckerwirkung von Zinkverbindungen 
Von 
Giinther Weitzel, Franz-Josef Strecker und Ursula Roester 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) 
der Max-Planck-Geselischaft, Géttinzen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4, Miirz 1953) 


Uber den Einflu8 von Zinkverbindungen auf den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel liegen, wenn man von zinkhaltigen Insulinpraparaten absieht, nur 
wenige Untersuchungen vor. 1892 berichteten italienische Autoren! tiber betracht- 
liche Glykosurie bei Hunden, die taglich mit dem Futter 0,5—1 g Zink erhielten, 
1918 teilteh Salant und Wise? mit, da Fiitterung oder Injektion von Zink- 
salzen bei Kaninchen, Hunden und Katzen Hyperglykamie und Glucosurie hervor- 
rief. Bei oraler Zufuhr von Zinkacetat zeigten Kaninchen Glucosurie und Albu- 
minurie bei 335 mg Zink/kg, aber noch nicht bei 30—100 mg Zn/kg. Subcutan 
verabfolgtes Zinkmalat rief in Dosen von 50—100 mg Zink/kg Glucosurie und 
Albuminurie hervor, intravenés lieB sich mit Dosen von 9—10 mg Zn/kg als 
Zinkmalat eben noch geringe Glucosurie erzeugen, wobei die Blutzuckerwerte 
meist um 200 mg °, lagen. Fast alle Tiere wiesen Albuminurie auf und starben im 
Verlaufe von 2—9 Tagen nach der Zinkzufuhr. Katzen reagierten nach sub- 
cutaner Injektion von 25—100 mg Zn/kg als Zinkmalat mit Glucosurie; Hunde 
erhielten 15—26 mg Zn/kg als Zinkmalat intramuskular, wobei meist Gluco- 
surie auftrat. Doch iiberlebten diese Hunde die Zinkinjektion nur um 1—5 Tage. 

Der Einflu8 geringerer Dosen injizierter Zinksalze auf den Blutzucker 
von Hunden wurde von Sanfilippo® untersucht (je 0,87 mg Zn/kg i.m. und i.v. 
als Zink-chlorid, -bromid, -jodid, -nitrat, -sulfat, -lactat und -acetat). Er fand 
keine Verainderungen des normalen Glucosespiegels. Auch Berenshtein und 
Shkolnik?4 beobachteten nach subcutaner Injektion von Zink-sulfat oder -acetat 
in Dosen von 100—200 y Zn/kg bei Kaninchen und Hunden keine Veranderungen 
des Blutzuckers, wohl aber nach héheren Dosen (0,5—5,0 mg Zn/kg). 


Zusammenfassend ergibt sich aus diesen Untersuchungen, da8 zur 
Erzeugung von Hyperglykimie und Glucosurie hohe Zinkdosen er- 
forderlich sind. Diese sind jedoch zumeist stark toxisch, so da die 
Tiere oft noch im akuten Versuch verenden. Bei Verabreichung geringerer 


1L.d’Amore, C. Falcone u. L. Maramaldi, C. R. Séances Soe. biol. 
Filiales Associées 4, 335 [1892]. 

2 W. Salant u. L. Wise, J. biol. Chemistry 34, 447 [1918]. 

3G. Sanfilippo, Arch. Farmacol. sperim. 73, 87 [1942]. 

4 F. Y. Berenshtein u. M. J. Shkolnik, Fizio. Z. 37, 120 [1950]; zit. n.: 
Excerpta Med. 6, Sect. III, Nr. 10, 447 [1952]; Chem. Abstr. 45, 10330 [1951]. 
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‘in Zinkdosen verschwindet die Glucosurie, wihrend die Hyperglykamie 

mnichst noch vorhanden ist, aber bei weiter herabgesetzter Dosis 
er- ebenfalls ausbleibt. Bei parenteraler Zufuhr diirfte nach den Angaben 
i0- der Literatur diejenige Zinkdosis, welche noch deutliche Hyperglykimie 
au auslést, im Bereiche von etwa 1—5 mg Zn/kg liegen. Aus den genannten 


Untersuchungen geht aber nicht hervor, ob das Ausmaf des Zink- 
effektes von der chemischen Struktur der zugefiihrten Zinkverbindung 
variiert wird oder ob deren Zusammensetzung fiir die hyperglykami- 
sierende Wirkung ohne Bedeutung ist. 

Wir untersuchten den EinfluB verschiedener, mit Zink verbundener 
Siurereste auf Héhe und Dauer der Zink-Hyperglykamie; insbesondere 
priften wir, ob man mit geeigneten organischen Resten, z. B. mit 
komplexen Zinkverbindungen, eine Blutzuckersteigerung durch geringere 
Zinkdosen erreichen kann, d.h. ob auch Dosen von 1 mg Zn/kg bis 
herab zu Bruchteilen eines y Zn/kg den Blutzucker noch beeinflussen 
konnen. 

Die vorliegende Arbeit befaBt sich 


at - 1. mit Zinksalzen stickstofffreier Siuren, welche parenteral 

hte an Kaninchen in Dosen von I mg bis herab zu 0,001 y Zn/kg 

wn verabreicht wurden. Folgende Zinksalze wurden gepriift: 

nk- Chlorid Pyrophosphat Malat Gluconat ‘ 

or: | Sulfat Citrat Maleinat Glucuronat 

bu- Acetat Tartrat Pyruvat Ascorbinat 

ws D mit Zinksalzen von a-Aminosiuren, bei denen die Festig- 

im keit der koordinativen Zinkbindung je nach Art und Zahl der 

rte Aminosiurereste weitgehend abgewandelt werden kann. In der 

im Literatur waren keine Angaben iiber die Beeinflussung des Blut- 

+e zuckers durch Zink-Aminosiure-Kompfexe zu finden; wir priiften 

ag die orale, intramuskulire und intravenédse Zufuhr von Zink- 

ge, glykokoll, Zink-alanin und Zink-glutaminat, wobei Dosen von 

ker mehreren mg Zink/kg bis herab zu 0,001 y Zn/kg herangezogen 

i.v. wurden. 

- Methodik und Substanzen 

tat Alle Versuche an Kaninchen, die 24 Stdn. gehungert hatten. Lésen der zu 

ven injizierenden Zinkverbindungen in 0,9-proz. NaCl-Lésung, Einstellen des py auf 
6,4—7,0. Verwendung nur frisch bereiteter Lésungen. Blutzuckerbestimmungen 
nach Hagedorn-Jensen oder nach Fujita und Iwatake®. Anzahl und zeit- 

val liche Abstande der Blutentnahmen sind aus den Abbildungen zu ersehen. 

2 i Die zu priifenden Zinkverbindungen wurden mit Ausnahme von Zinkchlorid, 

lie -sulfat und -acetat (kaufliche p.a.-Praiparate) und Zinkpyrophosphat (s. u.) in 

er fester Form dargestellt. Die Bestimmung des Zinkgehaltes erfolgte durch direkte 


Mikrotitration mit Athylen-diamintetraessigsiure als Dinatriumsalz (Komplexon ITT) 
: nach Flaschka®. Indikator: Eriochromschwarz T. Berechnung der fiir den 
iol, Tierversuch erforderlichen Substanzmenge auf Grund der Zinkanalyse*, 


5 A. Fujita u. D. Iwatake, Biochem. Z. 242, 43 [1931]. 
6 H. Flaschka, Mikrochemie 39, 38 [1952]. 
: * Fiir die Ausfiihrung der Zinkanalysen danken wir Fraulein Dr. A.-M. 
Fretzdorff (Medizinische Forschungsanstalt, Biochemische Abteilung). 
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Die Gewinnung der Zinksalze erfolgte durch Umsetzung der betreffenden 
in Wasser gelésten Saure mit der berechneten Menge Zinkcarbonat, gegebenenfalls 
mit Ausfallung des gebildeten Zinksalzes durch Athanol. An Stelle des sehr 
schwerlislichen, fiir Injektionszwecke ungeeigneten Zn,P,0, benutzten wir saures 
Zinkpyrophosphat, welches aus ZnCO, und waBriger Pyrophosphorsiure 
gelést erhalten wurde. In gleicher Weise wurden Zinkcitrat und Zinkmalat 
hergestellt und aus der waBrigen Lésung durch Zusatz des gleichen Volumens 
Athanol ausgefallt. Zinktartrat, Zinkmaleinat und Zinkpyruvat ficlen 
spontan als amorphe Niederschlige aus Wasser aus; diese drei Salze konnten auf 
Grund ihrer Schwerléslichkeit nur in Dosen von héchstens 100 y baw. 10 y Zn/kg 
(s.u.) angewandt werden. Zinkgluconat, gewonnen aus Gluconsiure-lacton 
und ZnCOg, fiel als kérnig kristalliner Niederschlag an und entsprach der in der 
Literatur? angegebenen Zusammensetzung: Zn(gluconat), +5H,O. Bei der 
Darstellung von Zink-glucuronat aus Glucuronsaiurelacton und ZnCO, be. 
achteten wir folgenden Umstand: um ein bei neutralem py nicht sogleich durch 
Hydrolyse zerfallendes Zinksalz zu gewinnen, wurde mit tiberschiissiger Glucuron. 
siure (Zn: Glucuronsiure = 1: 3,5) angesetzt, wobei wir das Salz aus 50-proz. 
Athanol in gelben Kristallen erhielten. Zinkascorbinat stellte uns in dankens. 
werter Weise die Fa. Hoffmann-La Roche, Basel, in Form eines gelben 
amorphen Pulvers mit einem Zinkgehalt von 18,3°% zur Verfiigung. 

Glykokoll, Alanin und Glutaminsiure liefern je nach dem Herstellungs- 
verfahren Zinksalze verschiedener Zusammensetzung, welche sich in Wasser bei 
neutraler Reaktion klar lésen oder auch durch Wasser mehr oder weniger rasch 
zerlegt werden unter Bildung flockiger Niederschlage. Zink-Aminosaure-Komplexe, 
die in waBriger Lésung bei neutralem py sehr bald nach dem Auflésen sich triiben 
und Zinkhydroxyd entbinden, sind fiir Injektionszwecke ungeeignet. In unseren 

» Versuchen benutzten wir nur solche Zink-Aminosaéure-Komplexe, deren Stabilitat 
gegentiber Wasser geniigend groB8 war, um bei neutralem oder schwach alkalischem 
py einen Zerfall auszuschlieBen. Unter diesen bestehen jedoch hohe Wirkungs. 
unterschiede; nur wenige Zink-Komplexe sind dazu geeignet, in Dosen unter 
100 y Zn/kg starke Blutzuckersteigerungen hervorzurufen. Die im folgenden 
besprochenen Versuchsergebnisse bei Zink-Aminosiuren beziehen sich, wenn 
nichts anderes vermerkt ist, auf hochwirksame Komplexe. 


Ergebnisse 
1. Zinksalze N-freier Sauren 


Zinkchlorid und Zinksulfat 


Die intravenése Injektion von ZnCl, in Dosen von 1 mg, 100 y, 
10 y, 1 y und 0,01 y Zink/kg fiihrte nicht zu nennenswerten Blutzucker- 
steigerungen; nur einmal trat nach 1 mg Zink/kg im Anschlu8 an die 
Injektion ein Blutzuckeranstieg von 112 auf 132 mg% auf. Zwei andere 
Tiere wiesen nach der gleichen Dosis diesen Effekt jedoch nicht auf. 
Ahnlich verhielt sich ZnSO,:1mg Zink/kg rief bei einem Tier direkt 
im AnschluB an die Injektion deutliche Hyperglykimie hervor mit 
einem Gipfel von 164mg% nach 25 Min., ein zweites Tier reagierte 
auf die gleiche Dosis mit normalen Werten. Geringere Zinkdosen bis 
herab zu 0,01 y Zink/kg (wie bei ZnCl,) lieBen deutliche und reproduzier- 
bare blutzuckersteigernde Effekte vermissen. 


Ubereinstimmend mit den Literaturangaben®? 4 befindet man 
sich bei ZnCl, und ZnSO, mit 1 mg Zink/kg offenbar an der unteren 


7 Crieshammer, Arch. Pharmaz. 215, 204:[1879]. 
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Grenze der hyperglykimisierenden Dosis. Dosen unter 1 mg Zink/kg 
zeigen keine deutliche Wirkung mehr, allerdings kann man gelegentlich 
auch bei sehr kleinen Dosen (z. B. 1 y Zn/kg) noch geringe Blutzucker- 
stcigerungen beobachten. Bemerkenswert ist, da die Tiere die intra- 
vendse Injektion dieser stark ionisierten Zinksalze obue akute Er- 
scheinungen vertragen; auch Spiitschiden haben wir nicht feststellen 
konnen. 


Zinkacetat 
Im Vergleich zu ZnCl, und ZnSO, andert sich das Bild der Blut- 
zuckerkurven nach Zinkacetat i.v. insofern, als etwas haufiger, aber 
nicht sicher reproduzierbar, geringfiigige Blutzuckersteigerungen auf- 
treten (meist 20—30 mg%), die jedoch nicht dosisabhingig sind. 
Denn auch nach wenigen y und sogar nach 0,001 y Zn/kg als Zinkacetat 
iv. lassen sich BlutzuckererhGhungen beobachten. Als Beispiel mégen 
die in Abb. 1 gegebenen Kurven fiir 0,01 y und fiir 0,001 y Zn/kg iv. 
dienen. 
Glucose 
mg % 
%40 


130 





Abb. 1. 0,01 y Zn als Zinkacetat i.v. 

| K 288; 0,001 y Zn als Zinkacetat i. v. 
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Zinkpyrophosphat 

Bei den Versuchen mit saurem Zinkpyrophosphat in Dosen von 
Img Zn/kg bis 0,01 y Znkg sahen wir in keinem Falle (es wurden 
17 Tiere untersucht) Blutzuckersteigerungen, die tiber die normalen 
Schwankungen hinausgingen. 


Zinkcitrat 

Im Vergleich zu ZnCl,, ZnSO, und Zinkacetat findet sich bei 
Zinkcitrat keine Zunahme des blutzuckersteigernden Effektes. Auf 
Grund von 14 Kaninchenversuchen haben wir vielmehr den Eindruck, 
daB Zinkcitrat nur in Ausnahmefillen den Blutzucker beeinfluBt, dann 
aber durchaus nicht dosisabhingig wirkt, denn gerade die Dosen von 
Img und 100 y Zink/kg erbrachten ausgesprochene Leerkurven. 


Zinktartrat 

Zinktartrat, welches aus Griinden der Léslichkeit nur in Dosen 
von 10y, 1 y und 0,01 y Zink/kg gepriift werden konnte, verhielt sich 
nicht anders als Zinkcitrat. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 292 20 
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Zinkmalat 

Die intravenése Injektion von Zinkmalat (18 Kaninchenversuclie) 
fiihrte in etwa der Hilfte der Fiille bei allen gepriiften Dosen zu Blut. 
zuckersteigerungen. Als Beispiele geben wir in Abb. 2 Blutzucker. 
kurven, wie wir sie nach Injektion von 1 mg und 1 y Zink/kg als Zink- 
malat erhielten. 


Glucose 
mg % | 





\ 





%40 
130 





120 Abb. 2. 1 mg Zink/kg als Zinkmalat 
K 249; 1 y Zink/kg als Zink- 
20 malat - ---K 248. 












































Zinkmaleinat 


Bei Zinkmaleinat untersuchten wir wegen der Schwerloslichkeit 
dieses Salzes die Dosis von 1 mg Zn/kg nicht, um die Injektion zu grober 
Volumina zu vermeiden. Die Dosen von 100 y bis zu 0,01 y Zn kg 
fiihrten in der Mehrzahl der Faille zu initialen, aber so geringen Blut- 
zuckersteigerungen, dafi wir diese nicht mit Sicherheit auf die injizierten 
Zink-Komplexe zuriickfithren méchten. 


Zinkpyruvat 

Ebenso wie bei Zinkmaleinat lieB sich auch bei Zinkpyruvat wegen 
der Schwerléslichkeit dieser Verbindung die Dosis von 1mg Zn/kg 
nicht in ein fiir die Injektion geeignetes Volumen bringen. Die intra- 
venése Injektion von Zinkpyruvat in Dosen von 100 y, 10 y, 1 y und 
0,01 y Zn/kg rief bei 12 Kaninchen keine verwertbare Beeinflussung 
des Blutzuckers hervor. 


Zinkgluconat 

Nach Injektion von Zinkgluconat (14 Kaninchen) traten deutliche 
Blutzuckersteigerungen nur selten auf. Bemerkenswert ist, daB gerade 
die niedrigsten Dosen (0,01 y Zn/kg) die am besten ausgepragten Blut- 
zuckersteigerungen hervorriefen, siehe hierzu Abb. 3. 
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Abb. 3. Je 0,01 y Zn/kg i.v. als Zink- 
gluconat. K 278 und K 315 - ---. 
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Zinkglucuronat 
Zinkglucuronat (14 Kaninchenversuche) verhalt sich etwa ebenso 
wie Zinkgluconat. Als Beispiele geben wir in Abb. 4 zwei Kurven, 
welche den Blutzuckerverlauf nach Injektion von je 1 y Zn/kg als Zink- 
J Je ly 4n/Kg 

glucuronat wiedergeben. 
Glucose 
mg % | 

130 + 

| 
120 | Abb. 4. Je 1 y Zn/kg i.v. als Zinkglucu- 
f | ronat. K 242 —— und K 272 ---.-., 
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Zinkascorbinat 

Das gleiche Ergebnis wie bei Zinkgluconat und -glucuronat brachten 
24 Kaninchenversuche mit Zinkascorbinat. Man erhielt zum Teil 
fragliche, zum Teil aber auch eindeutige BlutzuckererhGhungen, die 
jedoch unabhingig von der Dosis auftraten. Als Beispiele geben wir 
in Abb. 5 den Blutzuckerverlauf nach Injektion von 100 y Zn/kg und 
0,01 y Zn/kg als Zinkascorbinat. 
Glucose 
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140 7 Abb. 5. 100 y Zn/kg i.v. als Zinkascor- 
130 ‘ binat, K 324 ——; 0,01 y Zn/kg i.v. als 
Zinkascorbinat, K 241----. 
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Kontrollversuche 
Bei denjenigen der obengenannten Zink-Komplexe, welche sich 
als blutzuckerwirksam erwiesen, wurden Kontrollversuche mit den 
20% 
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entsprechenden freien Saéuren oder deren Salzen ausgefiihrt. Natrium. 
malat, -glucuronat und -ascorbinat sowie freie Ascorbinséure steigerten 
in den in Frage kommenden Dosen den Blutzucker nicht. Nur bei 
Natrium-gluconat kamen im Bereiche von 8 mg bis herab zu 8 y Glucon. 
siure/kg geringe initiale Blutzuckersteigerungen vor, die jedoch bei 
entsprechenden Dosen von Calcium-gluconat nicht vorhanden waren. 


2. Zinksalze von x-Aminosiuren 
Die Versuchsresultate sind im folgenden nach der Hohe der pro kg 
K6rpergewicht zugefiihrten Zinkmenge in drei Gruppen zusammen. 
gefaBt: 
A. Mehr als 1 mg Zn/kg, B. 1 mg bis 1 y Zn/kg, C. Weniger als 1 y Zn kg. 
A. Dosen itiber 1mg Zn/kg 
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Abb. 6 zeigt den Blutzuckerverlauf nach oraler Gabe von Zink- 
glykokoll und Zink-glutaminat (14 bzw. 10 mg Zn/kg): In den ersten 
10 Stdn. nach Aufnahme der Zinkverbindung tritt erhebliche Hyper- 
glykimie auf, begleitet von Glucosurie und Albuminurie. Auch in den 
folgenden Tagen wurden immer wieder hyperglykimische Zustinde, 
unterbrochen von normalen und auch subnormalen Glykaémie-Werten, 
beobachtet. Geringe Glucosurie war noch am 4. Tage nach der Zink- 
fiitterung nachweisbar. Weitere Versuche mit Zink-glykokoll und 
Zink-glutaminat zeigten das gleiche Bild wie die in Abb. 1 dargestellten 
Kurven, deren Verlauf typisch fiir die Dysregulation des Blutzuckers 
bei Zinkvergiftung ist; denn die angewandten Dosen sind stark toxisch, 
fast alle damit behandelten Tiere gingen nach 2—10 Tagen zugrunde. 

Salant und Wise? benétigten 335 mg Zn/kg oral in Form des 
Zinkacetats, um beim Kaninchen Glucosurie zu erzeugen, mit 30—100 mg 
Zn/kg gelang dies nicht. Mit Zink-Aminosiure-Komplexen kann man, 
wie aus Abb. 6 hervorgeht, Glucosurie mit wesentlich geringeren Zink- 
dosen hervorrufen. Dies beruht sicherlich zum groBen Teil darauf, 
daB im Gegensatz zum Zinkacetat die benutzten Zink-Aminosiure- 
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Komplexe sehr gut resorbiert werden. Aus stabilen Zink-glykokoll- 
Komplexen z.B. werden im Magen-Darm-Kanal kaum Zinkionen 
freigesetzt, die typischen Schwermetalleffekte fehlen. Ein bei neutralem 
py klar lésliches Zink-glykokoll z. B. ruft beim Menschen nach oraler 
Aufnahme weder Metallgeschmack noch Nausea oder Erbrechen hervor. 
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Abb. 7. Je 2,5 mg Zn/kg intramuskulir als Zink-alanin, K 207 und 
K 295 ----. 


In Abb. 7 sind zwei Blutzuckerkurven nach intramuskularer 
Zufuhr von je 2,5 mg Zn/kg als Zink-alanin dargestellt. 15 Min. nach 
der Injektion ist die beginnende Blutzuckersteigerung bereits nach- 
weisbar; die Hyperglykimie erstreckt sich tiber 4—5 Stunden. Der 
Verlauf der Blutzuckerkurve fiihrt 6—9 Stdn. nach der Injektion bei 
dem einen Tier (K 207) nochmals zu leicht hyperglykaémischen Werten. 
Diese Tiere blieben am Leben. 

Die intramuskulire Zufuhr von Aminosiéure-Zink-Komplexen in 
héheren Dosen, z. B. 28 mg Zn/kg als Zink-glykokoll oder 20 mg Zn/kg 
als Zink-glutaminat, wirkte sich auf Blutzucker und Allgemeinzustand 
der Tiere gleichartig aus wie oben unter Abb. 6 fiir die oralen Gaben 
beschrieben; von 6 Tieren gingen 5 nach 3—5 Tagen zugrunde. 
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Abb. 8. (6 mg Zn/kg intravenés als Zink-glutaminat, K 65 ——; 8,5 mg Zn/kg 


intravenés als Zink-glykokoll, K €2 ----. 
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Abb. 8 zeigt den Verlauf der Blutzuckerkurven bei intravenGser 
Injektion von mehreren mg Zn als Zink-glykokoll (8,5 mg Zn/kg) und 
Zinkglutaminat (6 mg Zn/kg). In beiden Fallen beobachtet man hyper- 
glykimische Werte, ebenso Glucosurie und Albuminurie, noch 80 Stcn, 
nach der Injektion, dazwischen treten Blutzuckersenkungen bis herab 
zu rd. 50mg% auf. Die intravenése Zufuhr von Zinkmengen tiber 
5 mg Zn/kg in Form innerer Zink-Komplexe von x«-Aminosauren fiihrte 
bei 7 von 8 Tieren zum Tode. K 62 in Abb. 8 ging nach 80 Stdn. ver- 
loren, in Parallelversuchen mit der gleichen Dosis gingen die Tiere 6) 
bzw. 100 Stdn. nach der Injektion zugrunde. K 65 (s. Abb. 8; 6 mg 
Zn/kg) iiberstand als einziges die Zinkbelastung und blieb am Leben. 

Bei intravenéser Gabe von 5 bis 1 mg Zn/kg wurden AusmaB und 
Dauer der Hyperglykimie geringer, zugleich lie} die Toxizitat bedeutend 
nach, von 5 Tieren blieben 4 am Leben. 

B. Dosen von I mg bis ly Zink/kg 
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Abb. 9. 1 mg Zn/kg oral als 

. Zink-glykokoll, K 293 ; 50 
m0 [ \ [|  Zn/kg intramuskulair als Zink- 
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Wie aus Abb. 9 hervorgeht, ruft bei intramuskularer Zufuhr 
noch die Dosis von 50 y Zn/kg als Zink-glykokoll ausgeprigte, mehrere 
Stunden anhaltende Hyperglykiimie hervor. Auf oralem Wege kommt 
1 mg Zn/kg als Zink-glykokoll ebenfalls deutlich zur Wirkung. Die ge- 
ringste noch wirksame Dosis bei oraler Zufuhr wurde wegen der uniiber- 
sichtlichen Resorptionsverhaltnisse des Kaninchendarms nicht getestet. 
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Abb. 10. 850 y Zn/kg intravenés als Zink-glykokoll, K 76 ; 141 » Zn kg 
intravenés als Zink-glykokoll, K 90 ----. 
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Die Abbildungen 10 und 11 zeigen Blutzuckerkurven nach intra- 
vendser Injektion von Zink-glykokoll im Bereiche von 850 y bis 3,5 y 
zn kg. Auch diese Zinkdosen rufen noch erhebliche Hyperglykimie 
hervor, die bereits 15 Min. nach der Injektion nachweisbar ist und 
innerhalb der ersten Stunde Werte zwischen 160 und 200 mg% erreichen 
kann. Im allgemeinen halten die Blutzuckersteigerungen auch jetzt 
noch mehrere Stunden nach der Injektion an. 


C. Geringere Dosen als 1 y Zink/kg 
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Abb. 12. 0,5 y Zink/kg intramuskulaér als Zink-glykokoll, K 246 ----; 0,5 y 
Zink/kg intravenés als Zink-glykokoll, K 296 


Glucose 
mg % 
140 
120 . 
rN 


100 XY 
~ M44 


60 


















































0 30 60 90 120 150 10 Min. 


Abb. 13. 0,01 y Zn/kg intravenés als Zink-glykokoll, K 276 ; 0,001 y Zn/kg 
intravenés als Zink-glykokoll, K 203 ----. 
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In den Abbildungen 12 und 13 sind Versuche mit parenteraier 
Zufuhr von weniger als 1 y Zn/kg dargestellt. Mit der Herabsetzung 
der Zinkdosis auf immer kleinere Mengen gehen Héhe und Dauer der 
Blutzuckersteigerung zuriick, die Hyperglykimie manifestiert sich als 
steiler, kurz dauernder Blutzuckeranstieg, der fast immer sofort nach 
der Injektion auftritt und dem hiaufig noch eine zweite, geringere Nach- 
schwankung folgt. 

Die initiale Hyperglykaimie nach diesen erstaunlich geringen Zink- 
dosen tritt je nach Art des verabreichten Zink-glycin-Komplexes mehr 
oder weniger regelmaBig, bei den am besten geeigneten Zink-glycin- 
Komplexen nahezu ausnahmslos auf (70 Kaninchenversuche mit Dosen 
unter ly Zn/kg als Zink-glykokoll). Die unterste Wirkungsgrenze 
wurde nicht ausgetestet, ein Stichversuch mit 0,0001 y Zn/kg des best- 
wirksamen Zinkglycin-Komplexes rief noch deutlichen Blutzucker- 
anstieg hervor. : 


Besprechung der Ergebnisse 


1]. Zinksalze N-freier Sauren 

Im Vergleich zu den eingangs erwaihnten Literaturangaben? ?-4 
iiber Hyperglykimie und Glucosurie nach Zufuhr hoher und toxischer 
Zinkmengen zeigen die vorliegenden Untersuchungen, daB Zinksalze 
stickstofffreier Siuren in Dosen von 1 mg Zink/kg i.v. und darunter 
geringe Blutzuckersteigerungen auslésen kénnen, die jedoch nicht 
regelmiBig auftreten. Dabei ist bemerkenswert, daB kleinste Dosen, 
z.B. ly oder 0,01 y Zn/kg, noch initialen Anstieg des Blutzuckers 
hervorrufen kénnen und daB im Bereich von 1 mg bis 0,01 y Zn/kg i.v, 
keine Dosisabhingigkeit besteht. Auf Grund von Kontrollversuchen 
mit den freien Séuren bzw. ihren Natriumsalzen muB der blutzucker- 
erhéhende Effekt dem Zink zugeschrieben werden. 

Die Wirkungsunterschiede zwischen anorganischen und organischen 
Zinksalzen oder zwischen stark komplexen, schwach komplexen und 
nicht komplexen Zinksalzen sind nicht geniigend stark ausgeprigt, um 
sichere Riickschliisse zuzulassen auf etwaige Zusammenhinge zwischen 
Art der Metallbindung und blutzuckersteigernder Wirkung. Trotzdem 
vermitteln die Kurven den Eindruck, da fiir die Wirkung des Zinks 
auf den Blutzucker die Struktur des mit dem Metall verbundenen 
Saurerestes nicht gleichgiiltig ist. Besonders auffallend und biologisch 
bemerkenswert erscheint uns die Tatsache, daB sehr kleine Zinkdosen, 
z. B. 1 y oder 0,01 y Zink/kg, den Blutzuckerspiegel beeinflussen kénnen, 
denn es handelt sich dabei um Zinkmengen, die im Bereich physio- 
logischer GréBenordnungen liegen und die in unseren Versuchen fast 
durchweg an zellvertraute Saéurereste gebunden sind. 

Die von uns verabreichten Zinkdosen, welche 1mg Zn/kg nicht 
iiberschritten, lieBen keinerlei Toxizitiit erkennen. Beim Hund beob- 
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achteten jedoch Vallee und Mitarb.® nach intravenéser Injektion von 
4mgkg Zinkgluconat Lihmungen der Hinterlaiufe, herabgesetzte 
Sehnenreflexe und allgemeine Schlaffheit, wihrend 2 mg/kg Zink- 
gluconat sowohl vom Hund als auch vom Menschen gut vertragen 
wurden. 


2. Zinksalze von o«-Aminosduren 


Ein Uberblick iiber die mit Zink-Aminosiure-Komplexen erhobenen 
Befunde ergibt ein wesentlich anderes Bild im Vergleich zu den nur 
schwach ausgeprigten blutzuckersteigernden Eigenschaften der Zink- 
salze stickstofffreier Sauren. 

Betrachtet man zunichst diejenigen unserer Versuche mit Zink- 
Aminosiure-Komplexen, in denen mehr als 1 mg Zink/kg verabreicht 
wurde, so findet man in allen Fallen betrichtliche Hyperglykimie, zum 
Teil auch Glucosurie. Dabei sind im Vergleich zu den von Salant 
und Wise? angewandten Zinkdosen — 335 mg Zn/kg als Acetat oral, 
25—100 mg Zn/kg als Malat subcutan, 15—26mg Zn/kg als Malat 
intramuskular und 9—l10mg Zn/kg als Malat intravends — die in 
unseren Versuchen zugefiihrten Zinkmengen wesentlich geringer; die 
unterste Zinkdosisgrenze der amerikanischen Autoren  entspricht 
ungefihr der oberen Grenze der von uns gepriiften Zinkdosen. Die 
gegentiber den Zinksalzen stickstofffreier Saiuren betrichtlich héhere 
Wirkung der Zink-Aminosiure-Komplexe erklart sich bei oraler 
Zufuhr, wie bereits erwaihnt, sicherlich zum Teil aus der guten Resorbier- 
barkeit dieser Verbindungen. 

Die Maskierung des Schwermetalls durch feste koordinative Bindung, 
wie sie in den benutzten Zink-Aminosiure-Komplexen vorliegt, tragt 
aber offensichtlich auch bei parenteraler Zufuhr zur Erhohung der 
Zink-Wirkung bei. Eine Variation der Zinkwirkung durch die Art des 
Aminosiure-Restes haben wir bei Dosen tiber 1 mg Zn/kg nicht 
beobachten kénnen, soweit es sich um feste Komplexe handelte, die bei 
neutralem py klar gelést blieben. Zink-glykokoll, Zink-alanin, Zink- 
glitaminat unterschieden sich in mg-Dosen in ihrer hyperglykaimi- 
sierenden Wirkung praktisch nicht. Glucosurie war stets nur dann zu 
beobachten, wenn zugleich Hyperglykimie vorlag; eine Herabsetzung 
der Nierenschwelle fiir Glucose lieB sich nicht nachweisen. 

Wahrend Zink-Aminosiure-Komplexe in Dosen zwischen 1 und 
10mg Zn/kg oft iiber mehrere Tage anhaltende Dysregulation des 
Blutzuckers hervorrufen, andern sich die Versuchsergebnisse bei An- 
wendung von Zinkdosen unter 1 mg 7 /kg bis herab zu Bruchteilen 
eines y Zn/kg in dreifacher Richtung: 

1. Héhe und Dauer der Hyperglykimie nehmen mit Herabsetzung 
der Zinkdosis ab, doch tritt der Blutzuckeranstieg weiterhin im An- 


8 B.L. Vallee, R.G.Fluharty u. J.G.Gibson, IV. Internat. Cancer 
Research Ccngress, zit. n. Physiol. Rev. 29, 375/376 [1949]. 
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schluB an die Injektion auf. Bei Dosen unter 1 y Zn/kg ist die Dosis. 
abhangigkeit nicht mehr feststellbar. 

2. Mit fortlaufender Erniedrigung der Dosis nimmt die Toxizitit 
immer mehr ab. 

3. Feinheiten im komplexchemischen Bau machen sich zusammen 
mit der Spezifitat des Aminosiurerestes bemerkbar. 

Davon verdient 3. besondere Beachtung, da sich hier Hinweise 
auf die Zusammenhinge zwischen spezieller Komplex-Struktur und 
hyperglykamisierender Wirkung ergeben. Fiir die Auslésung eines 
Blutzuckeranstiegs durch Zink-Aminosaéure-Verbindungen in y-Dosen 
ist, wie bereits erwaihnt, Grundbedingung, daB es sich um Komplexe 
handelt, die bei neutralem py in wiBriger Lésung auch bei mehrtigigem 
Stehenlassen kein Zinkhydroxyd entbinden. Andererseits ergab die 
Priifung einiger Zink-Aminosiure-Komplexe mit besonders fester 
Metallbindung, wie z. B. Zink-asparagin, Zink-histidin, Zink-histidyl- 
histidin, Zink-cystein und Zink-glutathion, daB diese Verbindungen in 
Dosen unter | mg Zn/kg den Blutzucker nicht beeinflussen. Aber auch 
vom Glykokoll lassen sich stabile Zink-Komplexe darstellen, die in 
Gaben von einigen 100 y Zn/kg nicht blutzuckersteigernd wirken. 

Vergleicht man die Zink-Aminosiiure-Komplexe mit den Zink- 
salzen N-freier Saéuren (s. 0.) hinsichtlich des hyperglykimisierenden 
Effektes, so ergibt sich folgendes Bild: Wiahrend die Blutzuckersteige- 
rungen nach Verabreichung von Zinksalzen N-freier Siéuren in Dosen 
von 1 mg Zn/kg und darunter sehr gering sind, beobachtet man bei den 
gleichen Dosen geeigneter Zink-Aminosiure-Komplexe wesentlich 
stirkere und regelmaBig auftretende Effekte; zudem_besteht 
hier im Bereich von 10mg Zn/kg bis herab zu etwa 1 y Zn/kg Ab- 
hingigkeit zwischen Héhe der Dosis und Ausmaf der Wirkung. Bei 
Dosen von 1 y bis 0,001 y Zn/kg 1aBt sich eine Abstufung der Wirkung 
je nach der zugefiihrten Zinkmenge nicht mehr erkennen; offenbar wird 
der Effekt dann durch individuelle Unterschiede in der jeweiligen 
Stoffwechsellage der Versuchstiere stirker beeinfluBt. 

Kontrollversuche mit Aminosaiuren: Im Schrifttum® 1°" 
finden sich Beobachtungen tiber hyperglykimisierende Wirkungen von 
Aminosauren, wobei allerdings zur Erzeugung von Blutzucker- 
steigerungen unvergleichlich héhere Gaben erforderlich sind als dies 
in unseren Versuchen der Fall ist. Die von uns ausgefiihrten Kontroll- 
versuche mit Aminosauren (Priifung aller Aminosiuren, die auch als 
Zinksalze verabreicht wurden, in entsprechender Dosierung) zeigten, 
daB die mit Zink-Aminosiure-Komplexen erreichten Blutzucker- 
steigerungen auf das komplex gebundene Zink zuriickzufiihren sind. 


9 L. Pollak, Biochem. Z. 127, 120 [1922]. 

10 M.Chikano, Biochem. Z. 205, 154 [1929]. 

1 E.G. Schenck, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
167, 201 [1932]. 
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Ein Beweis hierfiir ist auch die oben erwaihnte Tatsache, da wir von 
der gleichen Aminosiure Zink-Komplexe verschiedener Zusammen- 
setzung in Hiainden haben, von denen bei Dosen unter 1 mg Zn/kg einige 
wirksam sind, wihrend andere den Blutzucker nicht beeinflussen. 

Toxizitat: Wahrend bei der Priifung der Zinksalze N-freier 
Siuren die zugefiihrten Dosen (nicht hdher als 1 mg Zn/kg) keine 
Schadigungen der Versuchstiere erkennen lieBen (s.0.), riefen die in 
Mengen von mehr als 1 mg Zn/kg verabreichten Zinksalze von Amino- 
siuren in vielen Fallen ausgepragte toxische Symptome hervor, die 
aber auch bei Dosen von Img Zn/kg und darunter nicht ganz 
ausblieben. Unsere Beobachtungen zur Toxizitat dieser Verbindungen 
seien kurz zusammengefaBt: 

Das Allgemeinverhalten der Versuchstiere nach Injektion 
von Zink-Aminosaéure-Komplexen ist abhingig von der Héhe 
der Zinkdosis. Zinkgaben itiber 1mg Zn/kg als Zink-glykokoll oder 
Zink-glutaminat fiihrten zu einem mit steigender Dosis immer schwerer 
werdenden und zum Teil mehrere Tage andauernden kollapsartigen 
Zustand, in dem aus den kalten Ohren nur unter groBen Schwierigkeiten 
Blut zu gewinnen war. Die Tiere saben geduckt, ihre Atmung war 
beschleunigt. Etwa zwei Drittel der Kaninchen kamen aus diesem 
Zustand nicht mehr heraus und gingen nach 48 bis 120 Stdn. zugrunde, 
nachdem bei den meisten von ihnen zuvor noch Paresen der Hinter- 
liufe, teilweise auch Blasenlihmung, aufgetreten waren. Dosen von 
wenigen mg Zn/kg fiihrten in mehreren Fallen erst nach 8—14 Tagen 
zum Tode der Tiere in stark reduziertem Ernahrungszustand. Von den 
ibrigen Kaninchen vertrug nur ein geringer Teil die genannten Zink- 
dosen ohne Beeintrichtigung ihres Allgemeinzustandes, der Rest er- 
holte sich langsam und iiberlebte ohne erkennbare Spitsymptome. Fiir 
das AusmaB der toxischen Erscheinungen war bei hohen Zinkdosen 
die Applikationsweise — i.v., iim. oder per Magensonde — gleichgiiltig. 

Zinkgaben von 1 mg bis et wa 20 y/kg in Form der oben genannten 
Aminosiure-Komplexe riefen wesentlich geringere Beeintrachtigungen 
des Kreislaufs hervor, die parallel zur Zinkgabe im AusmaB abnahmen. 
Mit Herabsetzung der Dosis stieg weiterhin die Zahl der Tiere, die keine 
toxischen Erscheinungen erkennen lieBen. Wenige Tiere starben in 
reduziertem Zustand nach 10—14 Tagen. 

Zinkdosen unter 20 y/kg fiihrten nur in Ausnahmefiallen zu toxischen 
Allgemeinveranderungen. Als soleche Ausnahme mag das Auftreten 
einer kompletten schlaffen Lihmung der Hinterliiufe mit Blasenlahmung 
15 Min. nach Injektion von 0,35 y Zn/kg i.v. als Zink-glykokoll (K 122) 
angefithrt sein. 

Fir die vergleichbaren Dosen von | mg Zn/kg und darunter ergibt 
sich daraus, daB Zinksalze von Aminosiéuren im allgemeinen toxischer 
sind als Zinksalze stickstofffreier Siuren. 

Uber den Wirkungsmechanismus, welcher die Blutzucker- 
steigerung durch Zinkverbindungen hervorruft, lassen sich heute noch 
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keine sicheren Aussagen machen. Hinweise auf einen moglicherweise 
zugrundeliegenden Vorgang k6énnen vielleicht altere Untersuchungen 
von Hiausler und Schnetz! geben: Diese Autoren untersuchten an 
der isolierten Froschleber den Einflu8 von Metallen auf die normale 
und auf die durch Adrenalin gesteigerte Glykogenolyse. Sie fanden, 
da8 Zink (neben Cu und Hg) in bestimmten Konzentrationsbereichen 
(10-4 bis 10-6 Millimol Metallsalz// in der Durchspiilungsfliissigkcit) 
die Zuckerabgabe aus der Froschleber deutlich steigert, nicht aber in 
anderen, héheren (10-2 bis 10-* Millimol ZnSO,/l) oder geringeren 
(10-7 Millimol ZnSO,/l) Konzentrationsbereichen. Wurde dagegen 
gleichzeitig mit dem Metall Adrenalin der Durchspiilungsfliissigkeit zu- 
gesetzt, so hemmte Zink die im Leerversuch durch Adrenalin hervor-. 
gerufene Steigerung der Glykogenolyse vollstindig. Aus diesen Ver- 
suchen von Hiausler und Schnetz?” ergibt sich, daB Zink in sehr 
geringen Konzentrationen zumindest an der isolierten Kaltbliiterleber 
glykogenolytisch wirken kann, wobei dieser Effekt ohne Beteiligung 
von Adrenalin zustande kommt. 

In weiteren Versuchen kam Schnetz** jedoch zu der Auffassung, 
da Zink-, Cadmium- und Kupfersalze am Ganztier die Adrenalin- 
Hyperglykimie deutlich vermindern und daB der normale Blut- 
zuckerspiegel ,durch die genannten Metalle nicht wesentlich 
beeinfluBt wird. Dies steht im Gegensatz zu den Befunden von 
Berenshtein und Shkolnik‘, welche eine Steigerung der Adrenalin- 
Hyperglykimie beobachteten, wenn zugleich ZnSO, injiziert wurde. 

Es liegt nahe, zur Deutung der von uns beobachteten Blutzucker- 
steigerungen nach Zufuhr sehr geringer Zinkdosen an eine Beeinflussung 
entsprechender Fermentsysteme zu denken, welche Zink im Molekiil 
enthalten bzw. durch Zink aktiviert werden. Hier kommen z. B. Phos- 
phatase-Aktivierungen in Betracht, da ganz allgemein die Phosphat- 
Ubertragung durch zweiwertige Metalle gesteigert wird und Zink in der 
wirksamen Gruppe von Phosphatasen enthalten sein soll?# 15-16, 

Angesichts der sparlichen und uneinheitlichen Angaben im Schrift- 
tum lag uns daran, zur Frage des hyperglykamisierenden Effektes von 
Zinkverbindungen eine sichere experimentelle Grundlage zu schaffen 
und dariiber hinaus die bisher nicht bekannten blutzuckersteigernden 
Effekte sehr geringer Zinkdosen zu untersuchen. Die in der vorliegenden 
Arbeit enthaltenen 13 Abb. gingen aus etwa 500 Kaninchenversuchen 
hervor und sind jeweils fiir eine gréBere Versuchsreihe charakteristisch. 


12 H. Hausler u. H.Schnetz, Biochem. Z. 275, 204 [1935]. 

3-H. Schnetz, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 178, 
420 [1935]; Klin. Wschr. 15, 646 [1936]. 

14 R. Cloetens, Biochem. Z. 308, 37 [1948]. 

15 L, Massart u. L. Vandendriessche, Naturwiss, 28, 143 [1940]; R. Du- 
fait u. L. Massart, Naturwiss. 29, 651 [1941]. 

16 V, Sadasivan, Arch. Biochemistry 28, 100 [1950]; Nature [London] 
170, 421 [1952]. 
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Wie oben gezeigt wurde, lassen sich mit den Zinksalzen von 12 N-freien 
Siuren in Dosen von 1 mg Zn/kg und darunter keine stark ausgepragten 
Effekte auf den Blutzuckerspiegel erzielen; in Anbetracht unserer 
zahlreichen Versuche méchten wir dieses Urteil als abschlieBend be- 
trachten. Dagegen verlangen die Zink-Aminosiure-Komplexe eine 
weitere intensive Bearbeitung, vor allem auch in chemischer Hinsicht, 
da bisher ihre Wirksamkeit in y-Dosen ebensowenig bekannt war wie 
die Tatsache, da8 Zink-Aminosiiure-Komplexe der gleichen Amino- 
siure, aber verschiedener Zusammensetzung, sich biologisch different 
verhalten kénnen. Der letztere Sachverhalt macht sich bei hohen Dosen 
(iiber 1 mg Zn/kg) noch nicht deutlich bemerkbar, wahrend man bei 
geringeren Dosen (unter 1 mg Zn/kg) erhebliche Wirkungsunterschiede 
bei den einzelnen Komplexen beobachten kann. In einer weiteren 
Arbeit werden wir tiber die Ergebnisse berichten, die wir bei der Unter- 
suchung der Zusammenhinge zwischen hyperglykamisierender Wirkung 
und Struktur der koordinativen Zinkbindung erhalten haben. 

Die weitere Verfolgung dieser Zusammenhinge dirfte von be- 
sonderem Interesse fiir das Verstindnis des biologischen Verhaltens 
zinkhaltiger Naturstoffe sein, z.B. von Hormonen und Fermenten; 
denn wir besitzen in den Zink-Aminosiure-Komplexen einfache Modell- 
substanzen, bei denen die méglichen Variationen der komplexen Zink- 
bindung relativ gut iibersehbar und priparativ leicht zuginglich sind. 
Auf Grund unserer Versuchsergebnisse hat man ebenso wie bei anderen 
Metallen nun auch beim Zink damit zu rechnen, da Feinheiten der 
komplexen Struktur in sehr hohem Mae das Verhalten von Zink- 
verbindungen im Stoffwechsel beeinflussen kénnen. Infolgedessen 
fiihren die in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten Befunde iiber die 
blutzuckersteigernde Wirkung von y-Dosen geeigneter Zink-Amino- 
siure-Komplexe zu der Frage, ob auch die Natur von diesem blut- 
zuckersteigernden Prinzip Gebrauch macht. Dies scheint der Fall zu 
sein, denn wir?’ konnten inzwischen zeigen, daB hyperglykimisierende 
Extrakte aus Pankreas und Magenschleimhaut regelmaBig komplex 
gebundenes Zink enthalten, welches in diesen Extrakten offenbar an 
der blutzuckererhGhenden Wirkung beteiligt ist. 

Fiir verstaindnisvolle und unermiidliche Mitarbeit danken wir Frau Gertrud 
Langenberg und Fraulein Kathe Bittner. 


Zusammenfassung 
Die folgenden Zinksalze wurden an Kaninchen in Dosen von 1 mg 
Zink/kg bis herab zu 0,001 y Zink/kg intravenés verabreicht und ihr 
Einflu8 auf den Blutzucker untersucht: Zink-chlorid, -sulfat, -acetat, 
-pyrophosphat, -citrat, -tartrat, -malat, -maleinat, -pyruvat, -gluconat, 
-glucuronat und -ascorbinat. In gleicher Weise wurden gepriift die 
komplexen Zinksalze von Glykokoll, Alanin, Glutaminsaure und einiger 


17 G. Weitzel und Mitarbb., Naturwiss., 40 [1953], im Druck. 
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weiterer x-Aminosiuren in Dosen von mehreren mg Zink/kg bis herab — 
zu 0,0001 y Zn/kg (auBer intravenéser auch orale und intramuskulire 
Zufuhr). 

Die meisten der gepriiften Zinksalze N-freier Sauren ko6nnex 
in dem genannten Dosisbereich geringe initiale Blutzuckersteigerungen | 
hervorrufen, die jedoch nicht regelmaBig auftreten und deren Ausma8 7 
nicht dosisabhingig ist. Auch sehr kleine Dosen, wie z.B. ly und 
0,01 y Zn/kg konnen blutzuckererh6hend wirken. 

Zink-Aminosiure-Komplexe rufen in Dosen tiber 1 mg Zn/kz 
hetrichtliche Hyperglykiimie, gegebenenfalls Glucosurie hervor und 
wirken in den meisten Fallen stark toxisch. Bei Dosen unter | mg 
Zn/kg machen sich Unterschiede in der Struktur der Komplexe be- 
merkbar: Von ein und derselben Aminosiure lassen sich wirksame und 
unwirksame Zink-Komplexe herstellen, die sich in ihrer Zusammen- 
setzung unterscheiden. 

Mit hochwirksamen Zink-Komplexen erreicht man noch mit Bruch- 
teilen eines y Zn/kg deutliche, kurz nach der Injektion auftretende 
Blutzuckersteigerungen. 
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